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Résumé 
Le diabète de type 2 (DT2) est une maladie métabolique complexe causée par des 
facteurs génétiques mais aussi environnementaux, tels la sédentarité et le surpoids. La 
dysfonction de la cellule β pancréatique est maintenant reconnue comme l’élément 
déterminant dans le développement du DT2. Notre laboratoire s’intéresse à la sécrétion 
d’insuline par la cellule β en réponse aux nutriments calorigéniques et aux mécanismes qui 
la contrôle. Alors que la connaissance des mécanismes responsables de l’induction de la 
sécrétion d’insuline en réponse aux glucose et acides gras est assez avancée, les procédés 
d’inhibition de la sécrétion dans des contextes normaux ou pathologiques sont moins bien 
compris. L’objectif de la présente thèse était d’identifier quelques-uns de ces mécanismes 
de régulation négative de la sécrétion d’insuline dans la cellule β pancréatique, et ce en 
situation normale ou pathologique en lien avec le DT2.  
La première hypothèse testée était que  l’enzyme mitochondriale hydroxyacyl-CoA 
déshydrogénase spécifique pour les molécules à chaîne courte (short-chain hydroxyacyl-
CoA dehydrogenase, SCHAD) régule la sécrétion d’insuline induite par le glucose (SIIG) 
par la modulation des concentrations d’acides gras ou leur dérivés tels les acyl-CoA ou 
acyl-carnitine dans la cellule β. Pour ce faire, nous avons utilisé la technologie des ARN 
interférants (ARNi) afin de diminuer l’expression de SCHAD dans la lignée cellulaire β 
pancréatique INS832/13. Nous avons par la suite vérifié chez la souris DIO (diet-induced 
obesity) si une exposition prolongée à une diète riche en gras activerait certaines voies 
métaboliques et signalétiques assurant une régulation négative de la sécrétion d’insuline et 
contribuerait au développement du  DT2. Pour ce faire, nous avons mesuré la SIIG, le 
métabolisme intracellulaire des lipides, la fonction mitochondriale et l’activation de 
certaines voies signalétiques dans les îlots de Langerhans isolés des souris normales (ND, 
normal diet) ou nourries à la dière riche en gras (DIO) 
Nos résultats suggèrent que l’enzyme SCHAD est importante dans l’atténuation de 
la sécrétion d’insuline induite par le glucose et les acides aminés. En effet, l’oxydation des 
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acides gras par la protéine SCHAD préviendrait l’accumulation d’acyl-CoA ou de leurs 
dérivés carnitine à chaîne courtes potentialisatrices de la sécrétion d’insuline. De plus, 
SCHAD régule le métabolisme du glutamate par l’inhibition allostérique de l’enzyme 
glutamate déshydrogénase (GDH), prévenant ainsi une hyperinsulinémie causée par une 
sur-activité de GDH.  
L’étude de la dysfonction de la cellule β dans le modèle de souris DIO a démontré 
qu’il existe une grande hétérogénéité dans l’obésité et l’hyperglycémie développées suite à 
la diète riche en gras. L’orginialité de notre étude réside dans  la stratification des souris 
DIO en deux groupes : les faibles et forts répondants à la diète (low diet responders (LDR) 
et high diet responder (HDR)) sur la base de leur gain de poids corporel. Nous avons mis en 
lumières divers mécanismes liés au métabolisme des acides gras impliqués dans la 
diminution de la SIIG. Une diminution du flux à travers le cycle TG/FFA accompagnée 
d’une augmentation de l’oxydation des acides gras et d’une accumulation intracellulaire de 
cholestérol contribuent à la diminution de la SIIG chez les souris DIO-HDR. De plus, 
l’altération de la signalisation par les voies AMPK (AMP-activated protein kinase) et PKC  
(protéine kinase C ) pourrait expliquer certaines de ces modifications du métabolisme des 
îlots DIO et causer le défaut de sécrétion d’insuline. En résumé, nous avons mis en lumière 
des mécanismes importants pour la régulation négative de la sécrétion d’insuline dans la 
cellule β pancréatique saine ou en situation pathologique. Ces mécanismes pourraient 
permettre d’une part de limiter l’amplitude ou la durée de la sécrétion d’insuline suite à un 
repas chez la cellule saine, et d’autre part de préserver la fonction de la cellule β en 
retardant l’épuisement de celle-ci en situation pathologique. Certaines de ces voies peuvent 
expliquer l’altération de la sécrétion d’insuline dans le cadre du DT2 lié à l’obésité.  À la 
lumière de nos recherches, le développement de thérapies ayant pour cible les mécanismes 
de régulation négative de la sécrétion d’insuline pourrait être bénéfique pour le traitement 
de patients diabétiques. 
Mots-clés: Régulation négative, sécrétion d’insuline, diabète de type 2, îlots de 
Langerhans, métabolisme lipidique, short-chain hydroxyacyl-CoA déshydrogénase, acides 
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gras, AMP-activated protein kinase, protéine kinase C , cholestérol, dysfonction 
mitochondriale, acyl-CoA, acyl-carnitine, diet-induced obesity, low diet responder, high 
diet responder.  
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Abstract 
Type 2 diabetes (T2D) is a complex metabolic disease caused by genetic as well as 
environmental factors, such as sedentarity and obesity. Pancreatic β cell dysfunction is now 
recognized as the key factor in T2D development. Our laboratory is studying the 
mechanisms of regulation of insulin secretion by the pancreatic β cell in response to 
nutrients. While the knowledge of the mechanisms responsible for initiation of insulin 
secretion in response to glucose and fatty acids is quite advanced, the inhibitory processes 
of insulin secretion in normal or pathological situations are still poorly understood. This 
doctoral thesis has focused on the identification of some of the mechanisms responsible for 
negative regulation of insulin secretion in pancreatic β cell. We have addressed this issue 
under normal situation or pathological conditions related to T2D.  
We first tested the hypothesis by which a mitochondrial enzyme, short-chain 
hydroxyacyl-CoA dehydrogenase (SCHAD), negatively regulates glucose-induced insulin 
secretion (GIIS) by limiting the concentrations of some fatty acids and their derivatives 
such as acyl-CoA or acyl-carnitine molecules in the β cell. For this purpose, the 
downregulation of SCHAD by RNA interference (RNAi) was used in the pancreatic β cell 
line INS832/13. Then, we tested wether a prolonged administration of high-fat diet to mice 
(diet-induced obesity mouse model, DIO) would modulate intracellular metabolic and 
molecular pathways responsible for inhibition of insulin secretion. C57BL/6 mice were 
therefore fed a high-fat diet for 8 weeks followed by insulin secretion, intracellular lipid 
metabolism, mitochondrial function and intracellular signaling measurements on isolated 
pancreatic islets of Langerhans of those mice.  
Our results suggest that SCHAD negatively regulates GIIS and amino acid-induced 
insulin secretion. We propose that fatty acid oxidation by SCHAD would prevent the 
accumulation of short-chain acyl-CoAs or acyl-carnitines capable of potentiating insulin 
secretion. In addition, SCHAD regulates glutamate metabolism by the allosteric inhibition 
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of glutamate dehydrogenase (GDH) preventing the hyperinsulinemia caused by excessive 
GDH activity.  
The study of β cell dysfunction in the DIO mouse model stratified LDR and HDR 
highlighted various fatty acid metabolism pathways involved in the reduction of GIIS. A 
decrease in the triglycerides/free fatty acid (TG/FFA) cycling associated with an increase in 
fatty acid oxidation and intracellular accumulation of cholesterol was shown to contribute 
to the decreased GIIS in DIO-HDR mice. Furthermore, alteration of AMP-activated kinase 
(AMPK) and protein kinase C  (PKC ) signaling pathways would be responsible for those 
alterations in metabolic pathways observed in DIO islets and cause decreased insulin 
secretion. In summary, we have shed light on important pathways negatively regulating 
insulin secretion in pancreatic β cell. These pathways could either limit the amplitude or 
duration of insulin secretion after a meal, or help to preserve β-cell function by delaying 
exhaustion. Some of those signaling pathways could explain the altered insulin secretion 
observed in T2D obese patients. In light of our research, the development of therapies 
targeting pathways that negatively regulate insulin secretion may be beneficial for treating 
diabetic patients. 
Keywords: Negative regulation, insulin secretion, type 2 diabetes, islets of Langerhans, 
lipid metabolism, short-chain hydroxyacyl-CoA dehydrogenase, fatty acids, AMP-activated 
kinase, protein kinase C , cholesterol, mitochondrial dysfunction, acyl-CoA, acyl-carnitine, 
low diet responder, high diet responder. 
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Introduction 
  
Chapitre 1. Le diabète 
Le pancréas est une glande abdominale associée au tube digestif, la plus grosse en 
volume du corps humain après le foie. Il est divisé en plusieurs parties, dont la tête, le corps 
et la queue (Figure 1). Le pancréas possède une double fonction : la première, exocrine, par 
la sécrétion de sucs gastriques dans le duodénum et la seconde, endocrine, par la sécrétion 
d’hormones dans la circulation sanguine. 
 
 
Figure 1. Anatomie générale du pancréas 
(A) Anatomie macroscopique du pancréas et sa connexion au duodénum. (B) Anatomie détaillée du 
pancréas. Les unités fonctionnelles exocrines (acini) et endocrines (îlots de Langerhans) sont 
dispersées à travers tout le pancréas (Schéma réalisé à partir de Servier Medical Art 
www.servier.fr/servier-medical-art). 
 
La partie exocrine du pancréas représente 95% de la masse totale de l’organe (Jain 
et Lammert, 2009). Elle est constituée de cellules acinaires qui sont organisées sous forme 
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d’acini connectés à des canaux. Ces cellules sécrètent le suc pancréatique dans la lumière 
de l’acinus, qui se déverse dans le  canal pancréatique et qui est finalement acheminé 
jusqu’au duodénum. Le suc pancréatique aide à hydrolyser les hydrates de carbone, les 
protéines et le gras contenus dans le chyme. Il contient du bicarbonate qui le rend alcalin, 
ce qui permet de neutraliser l’acidité du chyme. Il contient aussi les enzymes amylase, 
lipase, colipase et phospholipase ainsi que deux pro-enzymes : trypsinogène et 
chymotrypsinogène. Ces pro-enzymes sont clivées et activées par les enzymes de la 
bordure en brosse de l’intestin. La sécrétion sous la forme de pro-enzymes inactives 
prévient la digestion des cellules qui les produisent et permet leur accumulation dans des 
vésicules intracellulaires, jusqu’à l’induction régulée de leur sécrétion (Silverthorn, 1998). 
Les hormones gastrine, cholescystokinine et sécrétine assurent la régulation de la sécrétion 
exocrine pancréatique. Ces hormones sont produites par l’estomac et le duodénum en 
réponse soit à une distension physique ou à la présence d’aliments, suite à la prise 
alimentaire.   
La portion endocrine du pancréas (Figures 1B et 2) ne représente que 5 % de la 
masse totale de l’organe. Elle est organisée sous la forme de petites structures qui furent 
découvertes en 1869 par l’anatomiste Paul Langerhans (Langerhans, 1869), qui leur a 
donné son nom: les îlots de Langerhans. Les îlots sont dispersés à travers tout le tissu 
exocrine du pancréas. Ils sécrètent les hormones dans l’espace extracellulaire et la 
proximité intra- îlot de capillaires sanguins permet la diffusion des hormones dans le sang. 
Les îlots sont composés de cinq types cellulaires différents: , , , ε et PP. Chez l’humain, 
la cellule β représente environ 50 % des cellules de l’îlot, et sécrète l’insuline, une hormone 
hypoglycémiante. La cellule  est le deuxième type cellulaire le plus abondant, composant 
environ 35 % de l’îlot chez l’humain et sécrète le glucagon, une hormone hyperglycémiante 
antagoniste de l’insuline. La cellules  (5 % de l’îlot) sécrète la somatostatine qui agit de 
façon paracrine pour inhiber la sécrétion de l’insuline, du glucagon et du polypeptide 
pancréatique (Silverthorn, 1998). Les cellules  et PP sécrètent respectivement la ghréline 
et le polypeptide pancréatique, et sont présentes en très petit nombre dans l’îlot. La ghréline 
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est sécrétée avant les repas et agit sur l’hypothalamus pour stimuler l’appétit (Inui et al, 
2004) en plus d’inhiber la sécrétion d’insuline (Dezaki et al, 2007). Le polypeptide 
pancréatique est sécrété après un repas et inhibe toute sécrétion pancréatique, à la fois 
endocrine et exocrine (Kojima et al, 2007).  
 
 
Figure 2. Structure cellulaire de l'îlot de Langerhans chez le rongeur 
L’îlot de Langerhans est composé de cinq types cellulaires différents : , , ,  et PP. Il est aussi 
perfusé par des capillaires permettant la circulation des hormones sécrétées par les cellules de l’îlot 
dans tout le corps (Schéma réalisé à partir de Servier Medical Art, www.servier.fr/servier-medical-
art). 
 
L’architecture de l’îlot varie en fonction de l’espèce étudiée. Chez les rongeurs, la 
périphérie de l’îlot est constituée principalement de cellules , ,  et PP, alors que les 
cellules β (qui représentent 80% des cellules totales de l’îlot) sont regroupées dans le centre 
(Orci et Unger, 1975). Cependant, de nouvelles études ont démontré que les cellules , ,  
et PP ne forment pas un manteau complet autour de l’îlot, mais qu’une petite quantité de 
cellules β se trouve aussi en périphérie (Kharouta et al, 2009; Steiner et al, 2010). Chez 
l’humain, la distribution des cellules de l’îlot est beaucoup plus aléatoire, et le ratio de 
cellules /β est plus élevé que chez les rongeurs (Steiner et al, 2010). Les différences 
 5 
 
d’architectures peuvent entraîner des différences fonctionnelles, d’où l’importance de 
confirmer les résultats obtenus avec des îlots de rongeur dans les îlots humains.  
L’insuline est l’hormone hypoglycémiante du corps humain qui est responsable de 
la captation du glucose sanguin par les tissus périphériques cibles (foie, muscles, tissu 
adipeux). Elle est produite sous la forme d’une pro-hormone, la proinsuline, qui possède 
une activité physiologique similaire à l’insuline, mais de moins grande envergure. En effet, 
il a été démontré que la proinsuline peut induire une légère hypoglycémie chez le porc 
(Lazarus et al, 1970). La proinsuline est emmagasinée dans les granules de sécrétion où elle 
sera clivée par des proprotéines convertases afin de libérer un petit peptide, le peptide-C, et 
l’insuline mature, qui seront sécrétés de façon équimolaire lors de l’exocytose des granules. 
Le diabète milletus, ou diabète sucré, est une maladie métabolique caractérisée par 
un désordre de l’homéostasie de la concentration de glucose dans le sang (glycémie). La 
glycémie est maintenue autour des valeurs dites normales (inférieures à 7 mM chez un 
adulte à jeun (CDA, 2008)) et dépend principalement de deux paramètres physiologiques. 
Le premier est la sensibilité à l’insuline, soit la capacité des tissus périphériques cibles à 
répondre à l’action de l’insuline. Le second est la capacité des cellules β du pancréas à 
réguler la sécrétion de l’insuline en fonction de la concentration de glucose sanguin. Ainsi, 
l’augmentation de la glycémie observée chez les patients diabétiques est due, soit à une 
incapacité des cellules des tissus périphériques à réagir à la présence de l’insuline (nommée 
résistance à l’insuline), soit à une sécrétion insuffisante de l’insuline par le pancréas 
(dysfonction de la cellule β). Dans la majorité des cas, l’apparition du diabète de type 2 
(DT2) résulte de la dysfonction partielle de ces deux paramètres de régulation de la 
glycémie. 
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Tableau 1 : Critères de diagnostique de l’hyperglycémie et du diabète selon 
l’Organisation Mondiale de la Santé 
Diagnostique 
Concentration plasmatique du glucose (mmol/L) 
à jeun 2h suivant la prise orale 
Normoglycémique < 6,1  < 7,8  
Intolérance au glucose < 7,0  entre 7,8 et 11,1  
DT2 ≥ 7,0  ≥ 11,1  
 
1.1 Les différents types de diabète 
Il existe 3 types de diabète : le diabète de type 1 (anciennement appelé diabète 
juvénile), le DT2 et le diabète gestationnel. Tout d’abord, le diabète de Type 1, représente 
de 5 à 10 % des cas de diabète. C’est une maladie autoimmune menant à la destruction 
spécifique des cellules β pancréatiques, responsables de la sécrétion de l’insuline. Les 
cellules β étant la seule source d’insuline du corps humain, le traitement de ce type de 
diabète nécessite des injections quotidiennes d’insuline synthétique. 
Le deuxième type de diabète, le DT2, était autrefois appelé diabète de l’âge mûr. Il 
représente environ 90 % des cas de diabète dans le monde (CDA, 2008). Il est causé 
principalement par une interaction de différents facteurs environnementaux tels que la 
sédentarité et l’alimentation avec une prédisposition multigénique (Gerard, 2005).  Le DT2 
se développe habituellement chez les personnes âgées de plus de 40 ans, mais un nombre 
accru de cas est répertorié chez les adolescents sédentaires obèses. Il résulte de l’incapacité 
des cellules β du pancréas à sécréter suffisamment d’insuline pour contrer la résistance des 
tissus cibles à l’action de l’insuline. Des études cliniques ont démontré qu’une intervention 
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précoce visant l’assainissement des habitudes nutritionnelles et une augmentation de 
l’activité physique permet de ralentir le développement du DT2, et que ces interventions 
sont plus efficaces que la prise de médicaments (Knowler et al, 2002). Cependant, à un 
stade plus avancé de la maladie, la prise de médicaments augmentant la sensibilité à 
l’insuline et améliorant le fonctionnement de la cellule β est requise. Lorsque ces agents 
deviennent inefficaces, l’injection d’insuline de synthèse devient nécessaire. 
La plupart des cas DT2 sont causés par l’interaction entre certains gènes de 
susceptibilité (voir section 1.2.1) et une pression environnementale. Cependant, certaines 
formes de diabètes de type 2 sont héréditaires et monogéniques. Ces formes de diabète sont 
causées par une mutation génétique entraînant une dysfonction de la cellule β pancréatique 
(Greeley et al, 2010; Vaxillaire, 2010). Les diabètes monogéniques néonataux et MODY 
(maturity-onset of the young) regroupent diverses mutations dans environ 20 gènes causant 
des retards de développement du pancréas (ex. pancreatic and duodenal homeobox 1 
(PDX1)), une diminution du ‘sensing’ du glucose et de son métabolisme (ex. glucokinase) 
ou une perte de dépolarisation de la membrane plasmique inhibant la sécrétion d’insuline 
(sous-unité du canal potassique ATP-dépendant) (Bonnefond et al, 2010). Cette forme 
monogénique de diabète est habituellement diagnostiquée peu de temps après la naissance, 
mais peut apparaître plus tard dans l’enfance. 
Le troisième type de diabète, le diabète gestationnel, est un état temporaire 
survenant lors d’une grossesse. Il est causé par la diminution de la sensibilité à l’insuline se 
produisant lors d’une grossesse, mais face à laquelle le pancréas ne sécrète pas 
suffisamment d’insuline pour compenser. Le diabète gestationnel entraîne un risque accru 
de récidive chez la mère lors d’une prochaine grossesse et augmente les probabilités de 
développer un DT2 chez la mère et l’enfant dans l’avenir (Bottalico, 2007). 
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1.2 Le diabète de type 2 
Le DT2 est un désordre du métabolisme des nutriments causé d’une part par une 
insensibilité progressive des tissus périphériques à l’action de l’insuline (muscles, tissus 
adipeux, foie) et d’autre part, par l’incapacité de la cellule β du pancréas à compenser en 
sécrétant suffisamment d’insuline. Les individus qui développent le diabète ont dès le 
départ une prédisposition à la maladie. Ils sont porteurs d’un ensemble de gènes les rendant 
susceptibles à développer une résistance à l’insuline ou une dysfonction de la cellule β 
(Prentki et Nolan, 2006). Cependant, l’exposition à des facteurs environnementaux 
aggravants tels un surplus de nutriments et un manque d’activité physique contribue au 
développement graduel du diabète (Arsov et al, 2006). En effet, il existe une association 
très forte entre l’obésité, mesurée par la circonférence à la taille, et le développement du 
DT2 (Freemantle et al, 2008). La surcharge pondérale contribue à l’augmentation des 
niveaux circulants d’acides gras qui entraînent le développement de la résistance des tissus 
périphériques à l’action de l’insuline. D’ailleurs, plus de 70% des personnes souffrant de 
DT2 sont aussi obèses (Kramer et al, 2010).  
 
1.2.1 Gènes de prédisposition au diabète de type 2 
Le DT2 est une maladie multigénique avec une composante héréditaire évidente, où 
l’existence d’un parent proche atteint augmente les chances de développer la maladie de 2 à 
6 fois (Doria et al, 2008). Le développement des technologies micropuce, de méthodes de 
séquencage à haut débit ainsi que l’identification de polymorphismes du génome humain 
(single-nucléotide polymorphism, SNP) ont permis les études pan-génomiques de type 
GWAS (genome-wide association study), qui mesurent le lien de causalité entre différents 
polymorphismes et le risque de développer le DT2 chez une population générale, dans des 
études de type cas-témoin. Un peu plus de 20 gènes de susceptibilité au DT2 ont ainsi été 
identifiés jusqu’à maintenant (Vaxillaire, 2010).  
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Tableau 2 : Quelques gènes dont les polymorphismes sont associés à une perte de 
fonction de la cellule β et au développement du DT2 
Gènes  Fonction 
TCF7L2 Facteur de transcription de la voie de Wnt 
SLC30A8 Transporteur de zinc des granules d’insuline (ZNT8) 
Kir6.2 Sous-unité régulatrice du canal potassique ATP-dépendant 
IDE Insulin degrading enzyme 
HHEX Hematopoietically-expressed homeobox protein (impliqué 
dans le développement du pancréas) 
PPARγ Facteur de transcription régulant le stockage des lipides  
 
Confirmé par plusieurs études, des polymorphismes du gène transcription factor 7-
like 2 (TCF7L2) représente le facteur de risque génétique le plus élevé pour le 
développement du DT2. TCF7L2 est un facteur de transcription de la voie de signalisation 
Wnt. Son activation mène à l’inhibition de la synthèse du pro-glucagon dans les cellules 
endocrines de l’intestin (Jin et Liu, 2008). Des études in vitro et cliniques confirment que 
l’augmentation du risque de développer le DT2 par l’expression du variant de TCF7L2 
serait dû à un défaut de sécrétion d’insuline par la cellule β (da Silva Xavier et al, 2012; Le 
Bacquer et al, 2012). Un autre gène de susceptibilité est le solute carrier family 30 (zinc 
transporter), member 8 (SLC30A8), codant pour le transporteur au zinc ZnT8 (zinc 
transporter 8) (Sladek et al, 2007). Ce transporteur est présent uniquement dans les 
granules de sécrétion des cellules β et transporte les molécules de zinc importantes pour la 
formation d’hexamer de pro-insuline (la forme inactive et stable de l’insuline) à l’intérieur 
des granules. Une augmentation d’expression de ZnT8 est associée à une augmentation de 
 10 
 
la sécrétion d’insuline, et donc sa mutation peut conduire à un défaut de sécrétion 
(Chimienti et al, 2006). La majorité des gènes ayant été identifiés sont importants pour la 
fonction de la cellule β, dont la sous-unité régulatrice Kir6.2 (potassium inwardly-rectifying 
channel 6.2) du canal potassique ATP-dépendant (K
ATP
), insulin degrading enzyme (IDE) 
dont la dysfonction entraîne l’accumulation de dépôts d’amyloïdes (protéine pancréatique 
présente chez l’homme dont l’accumulation et la condensation est observée dans les 
cellules β des patients diabétiques et causerait la dysfonction et la mort de ces cellules) et 
hematopoietically-expressed homeobox protein (HHEX), un gène important dans le 
développement du pancréas (Sladek et al, 2007). Certains autres gènes sont impliqués dans 
la résistance à l’insuline comme le facteur de transcription peroxisome proliferator-
activated receptor γ (PPARγ) et l’ectophosphodiesterase/nucleotide phosphohydrolase 
protein (ENPP), une glycoprotéine transmembranaire inhibitrice du récepteur à l’insuline 
(Sladek et al, 2007; Vaxillaire, 2010), et le gène codant pour l’insulin-receptor substrate 1 
(IRS1), une protéine associée au récepteur à l’insuline (Voight et al, 2010). La présence de 
plusieurs polymorphismes permet d’ailleurs de prédire avec plus de précision le 
développement ultérieur du DT2 qu’un seul polymorphisme. Néanmoins, l’ensemble des 
gènes liés au DT2 récemment découvert n’expliquent pas plus que 10% de la susceptibilité 
génétique liée à cette maladie. Il se pourrait que des variants rares mais avec une 
pénétration plus grande expliquent la variation génétique résiduelle ou que celle-ci soit due 
tout au moins en partie à des changements épigénétiques (Nolan et al, 2011). La 
connaissance des différents polymorphismes en plus des facteurs de risques cliniques 
pourraient permettre de mieux comprendre et prévenir la maladie. 
 
1.2.2 La résistance à l’insuline  
L’insuline stimule la captation du glucose dans les tissus cibles tels les muscles 
squelettiques, le foie, ou le tissu adipeux (Leahy, 2005).  La résistance à l’insuline se définit 
donc comme étant une diminution in vivo de la capacité de l’insuline à provoquer la 
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captation du glucose. Elle s’installe de façon précoce, alors que la glycémie est encore 
normale.   
Les muscles squelettiques assurent environ 75 % de la clairance du glucose (Klip et 
Paquet, 1990). L’insuline, une fois secrétée dans la circulation sanguine, se lie à son 
récepteur à la surface des myocytes. La liaison au récepteur entraîne l’activation et le 
recrutement d’un cofacteur, l’IRS1. L’activation d’IRS1 enclenche une cascade 
signalétique ayant pour conséquence la translocation du transporteur du glucose, GLUT4 
(glucose transporter 4), à la membrane plasmique, l’entrée du glucose dans le muscle et 
l’abaissement de la glycémie. Le glucose est alors métabolisé d’une part en glycogène par 
le muscle afin d’emmagasiner l’énergie dérivée du glucose, et d’autre part entre dans la 
voie glycolytique (Shulman et al, 1990). Les études chez les patients résistants à l’insuline, 
obèses ayant une tolérance normale au glucose (normal glucose tolerance, NGT) ou 
diabétiques, ont démontré que la résistance à l’insuline est en partie causée par une 
diminution de l’activation de l’IRS1 par le récepteur de l’insuline (Cusi et al, 2000; 
Pratipanawatr et al, 2001). Cette diminution est causée par la phosphorylation de résidus 
Ser de l’IRS1.  Il s’ensuit une diminution de la translocation de GLUT4 à la membrane et 
de la captation du glucose, ce qui contribue à augmenter la glycémie et diminuer la capacité 
des myocytes à emmagasiner l’énergie sous forme de glycogène. La présence de GLUT4 à 
la membrane plasmique des cellules musculaires est essentielle pour assurer une sensibilité 
adéquate à l’insuline, car l’invalidation génétique de ce transporteur dans le muscle entraîne 
une intolérance sévère au glucose (Zisman et al, 2000).         
Le tissu adipeux a pour rôle d’emmagasiner l’excès de nutriments sous la forme 
d’un lipide neutre : le triacylglycérol (TG) sous la forme de gouttelettes lipidiques 
(Guilherme et al, 2008). Ces lipides peuvent ensuite être hydrolysés en période de jeûne 
pour répondre aux besoins énergétiques du corps. Les adipocytes possèdent le même 
transporteur de glucose que les muscles, GLUT4, et sa translocation à la membrane par 
l’action de l’insuline est régulée de façon similaire. La stimulation des adipocytes par 
l’insuline accroît la synthèse des lipides en augmentant la captation du glucose et 
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l’activation de gènes clés de cette voie métabolique (tel que la pyruvate déshydrogénase 
(PDH), l’acétyl-CoA carboxylase (ACC) et la fatty acid synthétase (FAS)) (Belsham et al, 
1980). L’insuline inhibe aussi l’hydrolyse des lipides (lipolyse) en diminuant l’activité de 
certaines lipases dont HSL (hormone-sensitive lipase) (Anthonsen et al, 1998). L’insuline 
induit donc un stockage du glucose sous forme de graisses.  
Une autre fonction du tissu adipeux est de sécréter différentes hormones 
(adipokines), telles que la leptine, la résistine et l’adiponectine, ainsi que des molécules 
pro-inflammatoires dont monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1) et l’interleukine 6 (IL-6) 
afin de réguler l’appétit, la dépense énergétique et la résistance à l’insuline (Kershaw et 
Flier, 2004). Au fur et à la mesure que l’adiposité augmente, la capacité endocrinienne des 
tissus adipeux change. En effet, chez les sujets obèses insulinorésistants, on observe une 
diminution de l’expression de l’adiponectine (hormone associée à une augmentation de la 
sensibilité à l’insuline) (Bays et al, 2008) et une augmentation de la sécrétion de la 
molécule chimioattractante MCP-1 (Sartipy et Loskutoff, 2003). Ceci entraîne le 
recrutement de cellules du système immunitaire, dont les macrophages, qui sécrètent la 
molécule pro-inflammatoire tumor-necrosis factor α (TNF ) dans le tissu adipeux 
(Hotamisligil et al, 1995). Cette molécule augmente la lipolyse et diminue la lipogénèse, 
provoquant une augmentation de la concentration d’acides gras en circulation. Ces 
concentrations accrues d’acides gras ont des répercussions directes sur les autres tissus en 
stimulant la gluconéogenèse dans le foie (Williamson et al, 1966; Bevilacqua et al, 1987) et 
en inhibant la captation du glucose dans le foie et les muscles (Bajaj et al, 2002), 
contribuant ainsi à l’augmentation de la glycémie. De plus, la molécule TNF  serait un 
inhibiteur de la signalisation de la voie de l’insuline (Hotamisligil et al, 1996), contribuant 
à l’insulinorésistance du tissu adipeux et des muscles.     
Le foie est un autre organe insulinosensible très important pour l’homéostasie 
systémique énergétique, en particulier par sa contribution à l’homéostasie du glucose et des 
acides gras. Lors d’un jeûne, les besoins du cerveau en glucose sont comblés 
majoritairement par la gluconéogenèse du foie. Au contraire, lorsque les nutriments 
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abondent, le foie peut entreposer le glucose sous forme de glycogène ou de lipides. Chez 
les rongeurs, le foie, tout comme la cellule β pancréatique, exprime le transporteur de 
glucose 2 (GLUT2) ayant une grande capacité à transporter le glucose (en raison de sa 
petite affinité pour ce substrat) et dont l’expression n’est pas régulée par l’insuline (Girard 
et al, 1992). Ceci permet aux concentrations intrahépatiques de refléter les concentrations 
plasmatiques.  
L’insuline module plusieurs mécanismes hépatiques. Tout d’abord, elle inhibe la 
production de glucose par le foie de deux façons : en diminuant la glycogénolyse 
(métabolisme du glycogène en glucose) par sa modulation de l’expression de gènes du 
métabolisme du glycogène (Leclercq et al, 2007) et en diminuant la gluconéogenèse 
(synthèse de novo de glucose) par l’inhibition de l’enzyme limitante, la 
phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK) (Sutherland et al, 1996). De plus, l’insuline 
régule le métabolisme des acides gras par le foie en inhibant la synthèse des lipoprotéines 
VLDL (very low-density lipoprotein) en augmentant la dégradation de la protéine ApoB et 
en augmentant la lipogenèse de novo (Meshkani et Adeli, 2009).  
L’action de l’insuline sur les hépatocytes est à la fois directe (par la liaison à son 
récepteur à la surface des hépatocytes) (Michael et al, 2000) mais aussi indirecte, par la 
modulation des concentrations de glucose et d’acides gras plasmatiques (par son action sur 
les autres tissus insulinosensible) (Bergman et Ader, 2000). La résistance à l’insuline du 
foie a donc des conséquences sévères sur la glycémie en entrainant une diminution de 
l’inhibition de la gluconéogenèse du foie par l’insuline (Magnusson et al, 1992), et une 
augmentation de la glycogénolyse (Meshkani et Adeli, 2009). La résistance à l’insuline 
contribue également à la dyslipidémie en causant d’une part une augmentation de la 
concentration d’acides gras libres en circulation provenant du tissu adipeux qui agissent 
comme substrat pour la synthèse de VLDL (Adiels et al, 2008) et d’autre part, en induisant 
une augmentation de la synthèse hépatique des VLDL (Meshkani et Adeli, 2009).  Ceci 
entraîne une hausse de la concentration de TG intra-hépatique et des VLDL en circulation. 
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1.2.3 Compensation et dysfonction de la cellule β 
Dans un premier temps, la résistance des tissus périphériques à l’insuline induit une 
phase compensatoire où la masse des cellules β et leur fonction augmentent afin de 
produire et de sécréter davantage d’insuline pour compenser cette résistance (Prentki et 
Nolan, 2006).  On assiste alors à une hyperinsulinémie mais la glycémie reste dans des 
valeurs normales.  L’abondance de nutriments circulants qui caractérise l’obésité contribue 
à une augmentation de la sécrétion d’insuline par la cellule β. Chez un individu ayant un 
poids normal, l’élévation de la glycémie induit l’augmentation de l’activité de l’enzyme 
glucokinase (Chen et al, 1994a; Chen et al, 1994b) et du métabolisme du glucose (Chen et 
al, 1994b; Liu et al, 2002), contribuant ainsi à l’élévation de la sécrétion. Chez un individu 
obèse, les concentrations d’acides gras et triglycérides circulants élevées permettent d’une 
part l’activation accrue du récepteur couplé aux protéines G 40 (GPR40) et d’autre part, 
l’accroissement du métabolisme lipidique intracellulaire. Cet accroissement favorise la 
production de molécules signalétiques lipidiques (Prentki et al, 1992; Roduit et al, 2004; 
Nolan et al, 2006) conduisant à l’augmentation de la sécrétion d’insuline. D’autres facteurs 
contribuent aussi à amplifier la sécrétion d’insuline. Le glucagon-like peptide 1 (GLP-1), 
une incrétine sécrétée par les cellules de l’intestin reconnue pour promouvoir la 
prolifération des cellules β et inhiber leur apoptose, agit aussi sur la cellule β pour 
accentuer la sécrétion (Baggio et Drucker, 2006; Drucker, 2006). Aussi, l’action autocrine 
de l’insuline et de l’insulin-like growth factor 1 et 2 (IGF1 et IGF2) contribue à la 
prolifération et la survie de la cellule β par le biais de l’adapteur au récepteur à l’insuline 
insulin receptor substrate 2 (IRS2) et de la cascade signalétique de la protéine kinase B 
(PKB) (Jetton et al, 2005). Finalement, l’augmentation de la stimulation du pancréas par le 
système nerveux central parasympathique contribuerait à l’augmentation compensatoire de 
la sécrétion et de la croissance de la cellule β (Kiba et al, 1996; Del Rio et al, 1997). 
La dysfonction de la cellule β caractérise l’apparition d’un diabète franc. La 
présence chronique et anormalement élevée de nutriments conduit à l’épuisement de la 
cellule β, à une diminution de la sécrétion d’insuline, à la dégranulation (diminution du 
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nombre et du contenu des granules de sécrétion d’insuline) de la cellule et à l’incapacité de 
relâcher l’insuline (Leahy, 2005). Les mécanismes sous-tendant la perte de fonction de la 
cellule β sont nombreux et complexes. Le stade précoce de dysfonction est caractérisé par 
la perte du patron oscillatoire de la sécrétion d’insuline (O'Rahilly et al, 1988; Schmitz et al, 
1997) et par la diminution  de la première phase de sécrétion (Perley et Kipnis, 1967). De 
plus, la diminution de la masse des cellules β est aussi un événement précoce impliqué dans 
la dysfonction et peut atteindre 40 % chez les sujets pré-diabétiques (Butler et al, 2003a). 
L’apoptose est la cause la plus probable de la diminution de la masse des cellules β dans le 
DT2. Elle serait causée par le stress du réticulum endoplasmique, le stress oxydatif et la 
glucolipotoxicité. La compréhension des mécanismes soutenant ces stress sont encore mal 
connus et à l’étude (Leahy, 2005; Prentki et Nolan, 2006).  
Les conséquences néfastes de concentrations chroniquement élevées de glucose ou 
d’acides gras pour la cellule β sont connues sous les noms respectifs de glucotoxicité et 
lipotoxicité. Les travaux du groupe Bonner-Weir indiquent que la glucotoxicité cause des 
changements dans l’expression des gènes de la cellule β, conduisant à la dédifférenciation 
des cellules (Laybutt et al, 2003). La lipotoxicité inhibe l’expression du gène de l’insuline 
et cause l’accumulation de lipides complexes toxiques comme les céramides (Leahy, 2005). 
Cependant, les travaux plus récents de notre laboratoire suggèrent que les concepts de 
gluco- et lipotoxicité sont probablement inter-reliés (El-Assaad et al, 2003; Prentki et 
Nolan, 2006; El-Assaad, 2010). En effet, la courte exposition (< 24 h) à une concentration 
élevée de glucose (20 mM) ou d’acide gras (0,4 mM palmitate) n’induit pas l’apoptose dans 
les îlots de rongeur ou humains (El-Assaad et al, 2003; Buteau et al, 2004). En fait, 
l’hyperlipidémie, en absence d’hyperglycémie, ne semble pas être toxique pour la cellule β 
du moins à court terme, et au contraire contribuerait à l’adaptation de celle-ci à une 
résistance à l’insuline grandissante, concept appelé lipo-adaptation (Nolan et al, 2006; 
Prentki et Nolan, 2006). Ce serait plutôt la présence conjointe de glucose et d’acides gras 
en forte concentration qui deviendrait rapidement toxique pour la cellule β. Nous parlons 
alors de « glucolipotoxicité » (Prentki et Corkey, 1996; El-Assaad et al, 2003).  
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Les conséquences de la glucolipotoxicité sont associées à des mécanismes 
moléculaires néfastes pour la cellule β (par exemple, un statut inflammatoire dans l’îlot), à 
l’O-glycosylation d’acides aminés, au stress du réticulum endoplasmique et à la 
dysfonction mitochondriale (van Raalte et Diamant, 2011). De plus, le métabolisme accru 
du glucose cause l’augmentation de la concentration d’adénosine triphosphate (ATP), ayant 
pour conséquence l’inhibition d’une kinase importante sensible aux changements du statut 
énergétique cellulaire, la protéine kinase activée par l’adénosine monophosphate (AMPK), 
diminuant l’oxydation des acides gras et donc leur détoxification. Les acides gras sont alors 
redirigés vers le cycle TG/AG (triglycérides / acides gras libres) générant ainsi plusieurs 
facteurs de couplage métaboliques tels que les diacylglycérols (DAG) et monoacylglycérols 
(MAG) qui amplifieront la sécrétion d’insuline à court terme.  Par contre, la présence 
chronique de ces nutriments calorigéniques permettra la synthèse en lipides plus  
complexes dont certains, comme les céramides, sont toxiques pour la cellule. D’ailleurs, 
l’augmentation de la concentration de TG dans la cellule β (stéatose) est associée avec une 
diminution de l’expression du gène de l’insuline (Briaud et al, 2001) et de sa sécrétion 
(Stefan et al, 2003). Aussi, la présence de concentrations élevées d’acides gras (AG) 
contribue à la déposition de fibrilles d’amyloïde dans les cellules de l’îlot (Hull et al, 2003). 
Cet effet est accentué en présence de hautes concentrations de glucose (Hoppener et al, 
2008). Ces dépôts d’amyloïdes, tout comme dans la maladie d’Alzheimer, contribueraient à 
la destruction de la cellule β et à la réduction de sa masse (Opie, 1901; Butler et al, 2003b).  
 
1.2.4 Stades de développement du diabète de type 2   
Le critère principal de classification des stades de développement du DT2 chez 
l’humain est lié à la mesure de la glycémie suite à un test de tolérance au glucose (oral 
glucose tolerance test, OGTT)). Le stade le plus précoce dans l’histoire naturelle du DT2 
est caractérisé par une tolérance normale au glucose (normal glucose tolerance, NGT - 
Figure 3). À cette étape, chez un sujet non-diabétique non obèse, la glycémie à jeun ou 2 h 
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après l’ingestion de 75 g de glucose (test d’hyperglycémie provoquée) est maintenue en-
dessous de 7,0 mM (CDA, 2008). De plus, la sensibilité à l’insuline est normale. Chez 
certains sujets obèses, l’élévation des concentrations circulantes d’acides gras entraîne une 
diminution de la sensibilité à l’insuline. Cette diminution est compensée par une 
augmentation de la sécrétion d’insuline par la cellule β. Ces sujets obèses réussissent donc à 
maintenir une glycémie normale. 
Le passage du stade NGT à celui de l’intolérance au glucose (impaired glucose 
tolerance, IGT) est marqué par une diminution de la sensibilité à l’insuline et d’une 
augmentation compensatoire, mais insuffisante, de la sécrétion d’insuline lors du test 
d’hyperglycémie provoquée. La glycémie à jeun reste en-dessous de 7,0 mM à ce stade, 
mais la glycémie prise 2 h après l’ingestion de 75 g de glucose est élevée (entre 7,8 et 11,1 
mM) (Nolan et al, 2011). Le sujet IGT démontre une diminution de 60 % de la sensibilité à 
l’insuline (Defronzo, 2009) ainsi qu’une diminution de 40 % du volume des cellules β 
(Leahy, 2005).  
 
 
 
 18 
 
 
Figure 3. Histoire naturelle du diabète de type 2  
Les divers paramètres mesurés lors d’un OGTT nous informent sur la progression du DT2. En vert, 
la sensibilité à l’insuline mesurée par la captation du glucose; en bleu, l’insuline plasmatique durant 
l’OGTT, indicateur de la sécrétion d’insuline; en mauve, la glycémie durant l’OGTT. SI : sécrétion 
d’insuline. Adapté de (DeFronzo, 1988). 
 
La progression de l’IGT vers le DT2 est causée par l’incapacité de la cellule β à 
soutenir les niveaux compensatoires de sécrétion d’insuline. À ce stade, la résistance à 
l’insuline est déjà maximale (Leahy, 2005) et la diminution de la sécrétion d’insuline 
entraîne une augmentation de la glycémie. Alors que la résistance à l’insuline est une 
composante importante du développement du diabète, la perte de masse et de fonction des 
cellules β sont reconnus comme des facteurs déterminants de la maladie.  (Leahy, 2005). 
Chez un patient obèse IGT, la fonction de la cellule β est diminuée d’environ 40% (Leahy, 
2005), et au moment du diagnostique du DT2, on observe en moyenne une perte de masse 
des cellules β de 50 % (Butler et al, 2003a). De plus, la perte de fonction des cellules β est 
reconnue comme l’élément clé de la progression d’un stade IGT vers le développement 
d’un diabète franc (Leahy, 2005). 
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En conclusion, une diminution de l’action de l’insuline sur les tissus périphériques, 
en plus d’une incapacité de la cellule à sécréter des niveaux adéquats d’insuline, entraînent 
l’augmentation de la glycémie et le développement du DT2. 
 
1.3 Les différents modèles animaux de diabète 
Le diabète est une maladie complexe et la compréhension de ses causes implique 
l’utilisation de plusieurs modèles en recherche. Les modèles in vitro de culture cellulaire 
sont très utiles afin de disséquer les voies moléculaires impliquées, mais présentent des 
limitations évidentes, particulièrement en ce qui a trait à la généralisation des observations 
à un modèle plus complexe qu’est l’humain. L’obtention de tissus provenant de patients 
diabétiques est un atout précieux, mais limite l’étendue des études principalement à cause 
de la rareté du matériel biologique disponible. C’est pourquoi plusieurs modèles ont été 
développés chez les rongeurs, s’approchant de la physiologie humaine et permettant une 
grande diversité d’intervention ainsi que l’accès à une quantité plus grande de tissus. 
Cependant, le métabolisme, entre autres des lipides, étant différent d’une espèce à l’autre 
(Terpstra, 2001; Bergen et Mersmann, 2005), les études réalisées chez les rongeurs se 
doivent d’être confirmées chez l’homme. 
Il existe trois principaux types de modèles animaux pour l’étude du DT2 : les 
modèles génétiques, nutritionnels et chimiquement induits. Tout d’abord, explorons 
certains modèles modèles monogéniques d’obésité et de diabète. Les rats Zucker fatty (ZF) 
et Zucker Diabetic Fatty (ZDF) sont issus d’une lignée de rats Zucker du laboratoire du Dr 
Walter N. Shaw (Indianapolis, IN, USA) (Larsson et al, 1977; Clark et al, 1983). Les rats 
ZF possède une mutation inactivatrice du récepteur à la leptine. Ces animaux sont 
hyperphagiques, obèses et hyperinsulinémiques, mais demeurent normoglycémiques (Bray, 
1977). Ils sont particulièrement utilisés pour des études portant sur l’obésité, 
l’insulinorésistance et l’hypertension. Les rats ZDF sont dérivés de la lignée ZF suite à une 
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mutation spontanée du promoteur de l’insuline qui les rend diabétiques (Griffen et al, 
2001). Ce modèle est très utilisé dans l’étude des phases de développement du DT2. Les 
rats ZDF sont légèrement hyperglycémiques et pré-diabétiques à l’âge de 7-8 semaines, et 
deviennent diabétiques à 10-12 semaines en raison d’une perte de fonction des cellules β 
pancréatiques à cet âge. D’autres modèles génétiques de DT2 sont les souris ob/ob et db/db. 
Les souris ob/ob possèdent une mutation inactivatrice du gène de la leptine alors que les 
souris db/db possèdent une mutation inactivatrice du récepteur à la leptine. À la fois les 
souris ob/ob et db/db deviennent obèses et diabétiques, mais les souris ob/ob développent 
une hyperglycémie moins sévère que les db/db (Chen et Wang, 2005).  
Les modèles nutritionnels de DT2 sont aussi grandement utilisés dans la littérature. 
L’administration d’une diète riche en gras, en sucrose ou d’une diète de type cafétéria à des 
animaux tels la souris C57BL/6 ou le rat Sprague-Dawley permet le développement graduel 
d’hyperglycémie et d’insulinorésistance, ce qui permet l’étude de différents stades de 
développement du DT2 (Chen et Wang, 2005). À l’encontre des modèles génétiques de 
DT2 qui sont dus à des mutations, les interventions nutritionnelles tel la souris DIO (diet-
induced obesity) permettent des modifications métaboliques de tous les tissus et reflète 
davantage le syndrome métabolique présent chez les patients obèses et diabétiques.   
Enfin, les modèles de diabètes chimiquement induits, telle l’injection de la 
streptozotocine chez le rat ou la souris, sont des modèles plus drastiques impliquant la 
destruction des cellules β par un agent chimique. La streptozotocine est un agent alkylant 
ayant une structure très similaire au glucose. Elle est favorablement captée par les cellules 
exprimant le récepteur GLUT2 à leur membrane plasmique. Ainsi, la streptozotocine est 
très toxique pour la cellule β. Les modèles utilisant une dose élevée (autour de 180 mg/kg) 
de streptozotocine entraînent une destruction massive des cellules β et s’apparentent donc 
davantage au diabète de type 1 (Arora, 2009). Les modèles utilisant une dose faible de 
streptozotocine (de 30 à 100 mg/kg), accompagnée parfois d’une administration d’une diète 
riche en gras, s’apparente davantage au DT2 (Chen et Wang, 2005; Zhang et al, 2008).  
  
Chapitre 2. Voies métaboliques impliquées dans le 
contrôle de la sécrétion d’insuline en réponse au glucose 
et aux acides gras libres 
2.1 Le métabolisme oxydatif du glucose  
Chez les rongeurs, le glucose entre dans la cellule β par le transporteur GLUT2. 
C’est un transporteur de grande capacité pour le glucose soit bien supérieure à la capacité 
de la glucokinase à le phosphoryler (Matschinsky et al, 1993). Ainsi, les concentrations 
intracellulaires de glucose reflètent les concentrations plasmatiques (Thorens et al, 1988). Il 
est par la suite métabolisé par les enzymes de la glycolyse et du cycle de Krebs, afin de 
produire du dioxyde de carbone (CO2) et de l’ATP. 
 
2.1.1 La glycolyse 
La glycolyse est la voie métabolique au cours de laquelle le glucose est métabolisé 
en pyruvate (voir figure 4). Suite à son entrée dans la cellule, le glucose est rapidement 
phosphorylé en glucose-6-phosphate par les hexokinases. La cellule β exprime deux 
isoformes de cette enzyme : l’hexokinase 1 et l’hexokinase 4 (aussi connue sous le nom de 
glucokinase) (Matschinsky et Ellerman, 1968; Shimizu et al, 1988). L’hexokinase 1, qui a 
un Km très petit pour le glucose, se trouve rapidement saturée et catalyse la production 
d’une toute petite fraction du glucose-6-phosphate dans la cellule β. En contrepartie, la 
glucokinase a un Km élevé pour le glucose et n’est pas inhibée par le produit de sa réaction 
(le glucose-6 phosphate). Ceci lui permet d’agir à des concentrations de glucose très 
variables (basses ou hautes) sans être saturé (Matschinsky et Ellerman, 1968) et elle est 
donc l’isoforme hexokinase principale de la cellule β. La phosphorylation du glucose est 
l’étape limitante de la glycolyse de la cellule β et la glucokinase est donc considérée 
comme le « senseur » de glucose de cette cellule. Une mutation de la glucokinase est 
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d’ailleurs impliquée dans les diabètes de type MODY (Murphy et al, 2008), ce qui 
démontre l’importance de sa bonne fonction pour une sécrétion d’insuline normale.   
Une autre étape importante de la glycolyse est la production du fructose-1,6-
bisphosphate à partir du fructose-6-phosphate par l’enzyme phosphofructokinase (PFK). Il 
existe trois isoformes de cette enzyme : PKF-L (isoforme du foie), PKF-C (isoforme de 
type C) et PFK-M (isoforme du muscle). La cellule β exprime principalement la PFK-M 
qui, dans les cellules musculaires et chez la levure, est la source d’oscillations dans le flux 
glycolytique (Goldbeter et Caplan, 1976; Hess, 1997). Dans la cellule β, plusieurs 
paramètres métaboliques suivent une tendance oscillatoire : la sécrétion d’insuline, les 
niveaux de calcium cytosoliques, le ratio ATP/ADP, les niveaux de glucose-6-phosphate 
(Lang et al, 1979; Nilsson et al, 1996; Deeney et al, 2001) et la consommation d’oxygène 
(Porterfield et al, 2000). De plus, ces oscillations sont perdues chez les patients atteints de 
DT2 (Polonsky et al, 1988). Des études récentes ont démontré que la source première de 
ces oscillations dans la cellule β serait comme dans le muscle, l’activité de la PFK-M 
(Richard et al, 2007).  
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Figure 4. Voie métabolique de la glycolyse 
Voie métabolique cytoplasmique catalysant la transformation du glucose en pyruvate. Adapté du 
manuel de biochimie Voet and Voet (Voet et Voet, 1995). 
 
Les réactions subséquentes de la glycolyse permettent la production de deux 
molécules formées de trois carbones chacune : le glyceraldéhyde-3-phosphate (GAP) et le 
dihydroxyacétone phosphate (DHAP). La molécule GAP sera métabolisée par le reste des 
enzymes de la glycolyse pour produire une molécule de pyruvate. Quant à lui, le DHAP 
peut être métabolisé de deux façons. Premièrement, son isomérisation en GAP par 
l’enzyme triose phosphate isomérase peut donner naissance à une molécule additionnelle de 
pyruvate. Deuxièmement, le DHAP peut aussi être transformé par l’enzyme glycérol-
phosphate déshydrogénase pour produire le glycérol-3-phosphate (Gly3P), le substrat 
essentiel à la synthèse de lipides complexes (Prentki et Madiraju, 2008). Le pyruvate 
produit par la glycolyse est ensuite oxydé par le cycle des acides tricarboxyliques (TCA, 
tricarboxylic acid cycle) dans la mitochondrie. En effet, comme la cellule β exprime 
l’enzyme lactate déshydrogénase (qui catalyse la transformation du pyruvate en lactate) à 
des niveaux 100x inférieurs en comparaison aux autres types cellulaires (Sekine et al, 
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1994), c’est la quasi-totalité du pyruvate qui entrera dans le cycle de Krebs (Schuit et al, 
1997). Ceci permet une utilisation maximale du glucose pour la production de facteurs de 
couplage métaboliques potentialisateurs de la sécrétion d’insuline. Nous aborderons à la 
section 2.1.3 le concept de facteur de couplage métabolique (FCM) et leurs implications 
dans la biologie de la cellule β.  Finalement, le rendement énergétique net de la glycolyse 
est la production de deux molécules d’ATP et deux molécules de NADH + H+ qui 
fourniront des électrons à la chaîne respiratoire mitochondriale (Voet et Voet, 1995). Notez 
que la cellules β exprime peu la lactate déshydrogénase (Sekine et al, 1994), que la voie des 
pentose est faible par rapport à la glycolyse (Schuit et al, 1997) et qu’enfin elle n’exprime 
pas les enzymes-clés permettant la gluconéogénèse (MacDonald et al, 1992). Ainsi, dans la 
cellule β, le métabolisme du glucose est donc centré sur la glycolyse, ce qui permet ainsi un 
lien direct entre les niveaux de glucose, de pyruvate et des facteurs de couplage 
métaboliques dérivés de la mitochondrie ou de l’estérification du glycérol-3 phosphate 
(voir plus bas), nécessaires à la sécrétion d’insuline. 
 
2.1.2 Le cycle des acides tricarboxyliques (TCA) ou cycle de Krebs 
Le cycle TCA est un carrefour du métabolisme des glucides, des acides gras et des 
acides aminés (voir figure 5). En ce qui a trait au métabolisme du glucose, il catalyse la 
dégradation oxydative du pyruvate provenant de la glycolyse. Le pyruvate entre dans la 
mitochondrie par un système symport pyruvate-H+. Il est ensuite métabolisé par le 
complexe multi-enzyme PDH qui comprend trois activités enzymatiques différentes : 
l’activité pyruvate déshydrogénase, l’activité dihydrolipoyl transacétylase et l’activité 
dihydrolipoyl déshydrogénase. Il catalyse la production d’une molécule d’acétyl-CoA et de 
NADH (Voet et Voet, 1995). Par la suite, une succession de huit enzymes catalyse la 
production de deux molécules de CO2, une d’ATP ou de GTP, trois de NADH et une de 
FADH2. Le NADH et le FADH2 sont des cofacteurs réducteurs qui donneront leurs 
électrons à la chaîne respiratoire afin de produire de l’ATP.  
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Figure 5. Cycle des acides tricarboxyliques (TCA)  
Le pyruvate provenant de la glycolyse est métabolisé dans la mitochondrie par le cycle TCA, une 
succession de huit enzymes permettant la production de CO2, de NADH + H
+
 et de FADH2. Le 
métabolisme des acides aminés et des acides gras peut aussi fournir des intermédiaires au cycle qui 
ultimement permettent la synthèse d’ATP. PC: pyruvate carboxylase; CS: citrate synthétase; IDH: 
isocitrate déshydrogénase; αKGDH: α-cétoglutarate déshydrogénase; SCS: succinyl-CoA 
synthétase; SDH: succinate déshydrogénase; FDH: fumarate déshydrogénase; MDH: malate 
déshydrogénase. Adapté du manuel de biochimie Voet and Voet (Voet et Voet, 1995). 
 
Tel que décrit en détails à la prochaine section, la source d’acétyl-CoA peut 
provenir du pyruvate provenant de la glycolyse mais aussi de l’oxydation des acides gras. 
De plus, le métabolisme des acides aminés permet la production d’intermédiaires du cycle 
 26 
 
TCA, comme le pyruvate, l’ -cétoglutarate ( KG), le succinyl-CoA et le fumarate, 
participant à l’anaplérose (ensemble des réactions génératrices d’intermédiaires du cycle 
TCA). L’activité des enzymes du cycle de Krebs est régulée de trois façons : selon la 
disponibilité de leur substrat, par la rétro-inhibition de leur produit ou par la rétro-inhibition 
compétitive d’intermédiaires générés plus loin au cours du cycle comme par exemple le 
citrate qui inhibe l’enzyme CS. Le flux à travers le cycle est aussi régulé en fonction de la 
capacité respiratoire de la chaîne de transport des électrons (CTE).   
 
2.1.3 L’anaplérose et la cataplérose 
En situation d’abondance de glucose, l’anaplérose et la cataplérose (ensemble des 
réactions utilisant des intermédiaires du cycle TCA pour générer d’autres métabolites) 
affectent les niveaux d’intermédiaires du cycle TCA. L’anaplérose permet l’entrée du 
pyruvate par des voies alternatives à la PDH, augmentant ainsi les niveaux d’intermédiaires 
du cycle. Par contre, pour assurer un flux optimal du cycle, certains intermédiaires doivent 
quitter la mitochondrie (cataplérose) et peuvent promouvoir d’autres voies métaboliques 
cytoplasmiques.   
De façon alternative à sa transformation par l’enzyme PDH, le pyruvate peut 
rehausser les niveaux d’intermédiaires du cycle TCA en étant métabolisé par l’enzyme PC 
dont l’activité anaplérotique (activité de remplissage) produit de l’oxaloacétate. L’enzyme 
PC est habituellement fortement exprimée dans les tissus gluconéogéniques et lipogéniques 
(dont le foie et le tissu adipeux), mais son expression est aussi élevée dans la cellule β 
(Brun et al, 1996) où il n’y a pas de synthèse de glucose de novo et peu de lipogenèse 
(MacDonald et al, 1992). Près de 50% du pyruvate est métabolisé par la PC chez les 
rongeurs (MacDonald, 1993) et cette enzyme est très importante pour la sécrétion 
d’insuline en réponse au glucose. En effet, le métabolisme du pyruvate par la PC entraîne 
l’élévation des niveaux de citrate cytoplasmique, qui est associé à l’augmentation de la 
sécrétion d’insuline (Brun et al, 1996). De plus, des études de diminution d’expression de 
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PC ont démontré un lien direct entre la perte d’activité de l’enzyme et la diminution de la 
sécrétion d’insuline. Les mêmes études avec la PDH n’ont pas démontré un lien aussi direct 
(Xu et al, 2008a). L’expression de la PC est aussi diminuée chez les patients atteints de 
DT2 (MacDonald et al, 2009). Par contre, la PC serait 70% moins exprimée dans la cellule 
β humaine que chez les rongeurs (MacDonald et al, 2009; MacDonald et al, 2011), ainsi 
l’importance de l’anaplérose et de la PC dans la sécrétion d’insuline induite par le glucose 
chez l’humain reste à définir. D’autres réactions anaplérotiques comprennent la production 
de malate à partir du pyruvate via l’enzyme malique, d’ KG, de succinyl-CoA et de 
fumarate par le métabolisme des acides aminés, de même que la production d’oxaloacétate 
par le métabolisme du pyruvate et des acides aminés.  
Les réactions cataplérotiques associées aux réactions anaplérotiques impliquent 
l’export vers le cytoplasme du citrate pour promouvoir la synthèse des acides gras par 
l’élévation du malonyl-CoA de même que l’export de l’oxaloacétate et de l’ KG pour la 
synthèse des acides aminés acide aspartique, asparagine, acide glutamique et glutamine 
(Figure 6). Ainsi, en conditions d’abondance de nutriment, le glucose peut-être dévié vers 
des voies alternatives de biosynthèse, tout en maintenant une production d’ATP régulée et 
adéquate. 
Le mécanisme d’anaplérose/cataplérose permet la production de FCM qui assurent 
un couplage serré entre les concentrations de nutriment et la sécrétion d’insuline dans la 
cellule β. Les métabolites malonyl-CoA (Peyot et al, 2004; Prentki et Nolan, 2006), 
succinate (Fahien et MacDonald, 2002), glutamate (Maechler et Wollheim, 1999), NADPH 
(MacDonald, 1995; Ivarsson et al, 2005), péroxyde d’hydrogène (H2O2) (Pi et al, 2007) et 
les molécules signalétiques lipidiques dérivées de la lipolyse tels les acides gras libres, les 
acides gras-CoA à chaîne longue et le diacylglycérol (Prentki et Madiraju, 2008) ont été 
identifiés comme FCM potentiels. Cependant, les mécanismes par lesquels ces différents 
facteurs amplifient la sécrétion d’insuline ne sont pas bien compris (Guay et al, 2007).  
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 Quatre navettes différentes sous-tendent les mécanismes d’anaplérose/ 
cataplérose. Leur activités permettent aux intermédiaires du cycle de Krebs d’être 
métabolisés afin d’entrer et de sortir de la mitochondrie.  Ces navettes sont: 1- la navette 
malate/aspartate, 2- la navette pyruvate/citrate, 3- la navette pyruvate/malate et 4- la navette 
pyruvate/isocitrate/ -cétoglutarate. 
La navette  malate/aspartate. La majorité du NADH de la cellule est produit par le 
métabolisme mitochondrial oxydatif des divers nutriments. Toutefois, une partie est 
générée dans le cytosol par la glycolyse. Dans la plupart des tissus, l’enzyme lactate 
déshydrogénase assure la ré-oxydation du NADH en nicotinamide adénine dinucléotides 
(NAD
+
) pour ne pas limiter le flux à travers la glycolyse. Par contre, comme mentionné 
précédemment, l’activité de cette enzyme est très faible dans la cellule β des rongeurs 
(Sekine et al, 1994). La mitochondrie n’étant pas perméable au NADH, un système de 
navettes métabolique permet donc, par différentes réactions, de réintroduire les électrons du 
NADH cytoplasmique dans la mitochondrie où ils pourront participer à la génération 
d’ATP. C’est entre autres le rôle de la navette malate/aspartate (Figure 6). L’oxaloacétate 
généré par le cycle de Krebs est transformé en acide aspartique par transamination, et 
l’acide aspartique quitte la mitochondrie pour aller régénérer l’oxaloacétate dans le 
cytoplasme. Par l’activité de l’enzyme MDH, l’oxaloacétate est transformé en malate avec 
l’oxydation d’une molécule de NADH. Le malate peut alors retourner dans la mitochondrie, 
pour réintégrer le cycle TCA. Ainsi, les électrons du NADH cytoplasmique sont apportés à 
la mitochondrie où ils seront donnés à la chaîne respiratoire. Cette navette permet donc le 
couplage entre l’utilisation du glucose et la sécrétion d’insuline et sa dysfonction entraîne 
une diminution de la sécrétion d’insuline induite par le glucose et les acides gras (Rubi et 
al, 2004; Bender et al, 2009; Casimir et al, 2009). 
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Figure 6. Les navettes anaplérotiques/cataplérotiques 
Trois des quatre navettes anaplérotiques/cataplérotiques liés à la potentialisation de la sécrétion 
d’insuline. Les navettes pyruvate/citrate (en vert), isocitrate/αKG (en mauve) et malate/aspartate (en 
orange) permettent la cataplérose d’intermédiaires du cycle de Krebs pour produire des facteurs de 
couplage métaboliques tels le NADPH et le malonyl-CoA, de même que le transfert de protons de 
la molécule NADH produit par la glycolyse, du cytoplasme vers la mitochondrie (navette 
malate/aspartate).  ACL : ATP-citrate lyase; MEc : enzyme malique cytoplasmique; TA : 
transaminase. Tiré de Guay, C., Thèse de doctorat, Université de Montréal, 2008.  
 
La navette pyruvate/citrate.  Cette navette permet la sortie du citrate de la 
mitochondrie afin de générer le FCM malonyl-CoA, qui est important pour l’effet 
amplificateur du glucose et des acides gras sur la sécrétion d’insuline (voir Section 3.3). Le 
citrate est exporté de la mitochondrie et transformé par l’enzyme ACL en oxaloacétate et en 
acétyl-CoA. La molécule d’acétyl-CoA ainsi générée contribue à la formation du malonyl-
CoA. Quant à la molécule d’oxaloacétate, elle est transformée en malate par la MDH (qui 
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utilise une molécule de NADH cytoplasmique) suivi de la production de pyruvate par MEc, 
générant un autre FCM, le NADPH. Le pyruvate retourne à la mitochondrie par le 
transporteur du pyruvate où il est métabolisé par le cycle de Krebs (Farfari et al, 2000). En 
résumé, cette navette permet la formation de deux FCM, le NADPH et le malonyl-CoA, 
ainsi que le transfert d’électrons d’une molécule de NADH provenant de la glycolyse, vers 
la mitochondrie, et la reoxydation du NAD dans le cytoplasme. Des études, dont une réalisé 
dans notre laboratoire, ont démontré l’importance de cette navette dans la régulation de la 
sécrétion d’insuline en reponse au glucose (MacDonald et al, 2003; Guay et al, 2007). 
La navette pyruvate/malate. Cette navette implique la sortie du malate de la 
mitochondrie par le transporteur aux acides dicarboxyliques. MEc catalyse la formation du 
pyruvate en produisant une molécule de NADPH, tout comme dans la navette 
pyruvate/citrate. Le pyruvate alors produit retourne à la mitochondrie par le transporteur au 
pyruvate, où il entre dans le cycle de Krebs. Cette navette permet la production d’un FCM 
candidat (le NADPH), sans pourtant permettre le transfert d’électrons du NADH vers la 
mitochondrie et la réoxydation du NAD cytoplasmique.  Par contre, l’activité de la navette 
semble être importante pour la sécrétion d’insuline par le glucose (Pongratz et al, 2007; Xu 
et al, 2008b).   
La navette pyruvate/isocitrate/ KG. Cette navette implique la sortie de l’isocitrate 
de la mitochondrie par le transporteur aux acides tricarboxyliques. Par la suite, l’enzyme 
isocitrate deshydrogénase catalyse la transformation de l’isocitrate en KG avec la 
production d’une molécule de NADPH. Le KG entre alors dans la mitochondrie par son 
transporteur ou il est métabolisé par le cycle de Krebs. Cette navette entraîne donc la 
production d’une molécule de NADPH cytoplasmique mais son implication dans la 
régulation de la sécrétion d’insuline induite par le glucose est une question controversée 
(Joseph et al, 2006; Ronnebaum et al, 2006)(Guay, C., Prentki, M., résultats non-publiés).  
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2.1.4 La respiration mitochondriale 
La respiration mitochondriale est assurée par la CTE et par l’enzyme ATP 
synthétase. La CTE assure l’oxydation des molécules de  NADH et FADH2 (générés par le 
cycle de Krebs, l’oxydation des acides gras et des acides aminés) alors que l’ATP 
synthétase utilise le gradient de protons créé par la CTE pour synthétiser l’ATP. La 
production d’ATP est donc catalysée par cinq complexes protéiques (complexe I, II, III, IV, 
et l’ATP synthétase), composés en tout de 90 sous-unités encodés en majorité par l’acide 
désoxyribonucléique (ADN) nucléaire, mais dont 13 sous-unités sont encodées par l’ADN 
mitochondrial. Les complexes sont situés dans la membrane interne mitochondriale, et 
possèdent des groupements réducteurs, formés entre autres d’atomes Fe et S et permettant 
le transfert des électrons. Ils agissent en combinaison avec les cofacteurs coenzyme-Q et 
cytochrome c (Figure 7). Tout d’abord, le complexe I assure l’oxydation du NADH par le 
coenzyme-Q et la translocation de protons (H
+) vers l’espace inter-membranaire.  Le 
complexe II est composé de l’enzyme SDH du cycle de Krebs, la seule enzyme 
membranaire du cycle, qui catalyse la production du fumarate et de FADH2, dont les 
électrons sont donnés au coenzyme-Q. Par la suite, les électrons sont transférés via le 
complexe III qui assure le transfert des électrons du coenzyme-Q vers le cytochrome-C et la 
translocation de protons vers l’espace inter-membranaire. L’étape finale dans la CTE, 
catalysée par le complexe IV, est la consommation d’O2 pour la production d’H2O à l’aide 
de quatre électrons fournis par le cytochrome C et avec la translocation de protons vers 
l’espace inter-membranaire (Voet et Voet, 1995; Nicholls et Ferguson, 2002). Le taux de 
consommation d’oxygène par la mitochondrie est un bon indicateur du fonctionnement de 
la CTE. 
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Figure 7. Chaîne de transport des électrons 
La CTE est composée des complexes I, II, III et IV, ainsi que de l’ATP synthétase (ATPase) et des 
coenzymes Q (gris) et du cytochrome C (jaune). Le complexe I accepte les électrons du NADH. Le 
complexe II prend les électrons du FADH2 provenant de l’enzyme SDH. Un gradient de proton se 
créé dans l’espace inter-membranaire, gradient qui est utilisé par l’enzyme ATP synthétase pour 
catalyser la synthèse d’ATP (Schéma réalisé à partir de Servier Medical Art, 
www.servier.fr/servier-medical-art). 
 
Les complexes I, III et IV contribuent donc à la translocation de protons vers 
l’espace inter-membranaire, ce qui créé une différence de potentiel (Δψmito) à travers la 
membrane interne de la mitochondrie. C’est ce Δψmito qu’utilise l’ATP synthétase afin de 
produire l’ATP. Ce complexe est la structure protéique la plus complexe de la 
mitochondrie. Ses deux sous-unités principales sont connues sous le nom de F0 et F1 
ATPase. Elles utilisent l’énergie équivalente à la translocation d’environ trois protons vers 
l’espace inter-membranaire pour catalyser le changement de conformation du complexe, 
permettant la rotation des unités F0 et F1, la synthèse et le relâchement d’une molécule 
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d’ATP. Un bon couplage entre la CTE et la phosphorylation oxydative assure une 
production adéquate d’ATP en fonction des concentrations de nutriments. Ce couplage est 
dépendant de l’imperméabilité de la membrane interne mitochondriale, comme l’a 
démontré des études utilisant des molécules découplantes comme le carbonyl cyanide-4-
(trifluoromethoxy) phenylhydrazone (FCCP). Ces molécules découplantes s’insèrent dans 
la bicouche phospholipidique la rendant beaucoup plus perméable aux ions. Les ions 
pouvant traverser la membrane interne de la mitochondrie, ceci entraîne la dissipation du 
gradient de proton à travers la membrane, ce qui résulte en une réduction de la production 
d’ATP et d’une augmentation de la consommation d’oxygène (Voet et Voet, 1995; Nicholls 
et Ferguson, 2002).   
Plusieurs études ont démontré un lien entre la CTE, la sécrétion d’insuline et le 
DT2. En effet, le traitement de souris à la streptozotocine (un agent alkylant spécifique et 
toxique pour les cellules β) afin d’induire un diabète sévère est associé à un défaut du 
complexe III de la chaîne (Kristal et al, 1997). De plus, la déplétion de l’ADN 
mitochondrial (codant pour certaines sous-unités de la chaîne) dans la cellule β entraîne une 
perte de sécrétion d’insuline (Kennedy et al, 1996). Enfin, certaines mutations inactivatrices 
de PGC1  (un coactivateur transcriptionnel contrôlant l’expression de plusieurs protéines 
de la CTE) sont associées à une augmentation des risques de développer le DT2 (Barroso et 
al, 2006), et une diminution de l’expression de PGC1  a été observée dans les îlots de 
patients DT2 (Ling et al, 2008).    
 
2.2  Le métabolisme oxydatif des acides gras 
Les acides gras sont des nutriments essentiels au bon fonctionnement de l’organisme et 
sont présents autant chez les végétaux que chez les animaux. Ils sont soit synthétisés à 
l’intérieur des cellules du corps, soit absorbés à partir de la nourriture. Les acides gras non 
estérifiés (ou acides gras libres) sont non-polaires et classés selon la longueur de leur chaîne 
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carbonée. Ils possèdent plus de 20 atomes de carbones pour les acides gras à très longues 
chaînes, entre 12 et 20 carbones pour les acides gras à longue-chaîne, de 6 à 12 carbones 
pour les acides gras à chaîne moyenne, et moins de 6 carbones pour les acides gras à chaîne 
courte. L’ester de coenzyme A (acyl-CoA) est la forme métaboliquement active des acides 
gras dans la cellule (Yaney et Corkey, 2003). 
Suite à l’ingestion des aliments, les acides gras libres sont absorbés par les cellules de la 
muqueuse intestinale et estérifiés en glycérolipides dont le TG, composé d’une molécule de 
glycérol conjugué à trois molécules d’acides gras libres. Les TG sont ensuite libérés dans la 
circulation sanguine. Le TG est l’unité de stockage énergétique chez les mammifères et 
voyage dans le sang sous la forme de lipoprotéines dont les chylomicrons (des intestins 
vers les tissus périphériques) et les VLDL (du foie vers les tissus périphériques). Les 
enzymes lipoprotéines lipases permettent l’hydrolyse des TG au niveau des tissus 
périphériques et donc la captation des acides gras libres ainsi générés qui pénètrent par 
diffusion à travers la membrane plasmique dans la cellule. Suite à leur diffusion dans la 
cellule, les molécules d’acides gras sont liées par la protéine cytoplasmique FABP (fatty 
acid binding protein), ce qui augmente leur solubilité et protège la cellule de leur effet 
‘détergent’.  Ils sont ensuite activés en acyl-CoA par l’enzyme cytoplasmique acyl-CoA 
synthétase afin de permettre leur métabolisme. 
Un autre membre important de la famille des acides gras est le cholestérol, un stéroïde 
animal essentiel à la synthèse de différentes hormones et au maintien de la structure des 
membranes cellulaires, leur donnant perméabilité et fluidité (Maxfield et van Meer, 2011). 
Il possède un groupe hydroxyle polaire et un gros groupement stérol non-polaire. Son 
assemblage en structures connues sous le nom de radeaux lipidiques joue un rôle important 
dans la signalisation intracellulaire en permettant l’interaction de différents récepteurs 
membranaires. Le cholestérol, tout comme le TG, est transporté dans le sang par les 
lipoprotéines de différentes tailles (chylomicrons, VLDL, LDL (low-density liproproteins) 
et HDL (high-density lipoproteins)). Les HDL sont associées au rétro-transport du 
cholestérol, des tissus périphériques vers le foie, où il sera excrété sous forme d’acides 
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biliaires, ou vers d’autres tissus qui l’utiliseront pour la production d’hormone (Voet et 
Voet, 1995). Les HDL sont donc connus plus familièrement sous le nom de ‘bon 
cholestérol’. En effet, un taux élevé de HDL sanguin est associé à un risque réduit de 
maladies cardiovasculaires, alors qu’un taux élevé de LDL est associé à un mauvais 
pronostique pour le développement de maladies cardiovasculaires (Mureddu et al, 2011).   
 
2.2.1 Le malonyl-CoA : substrat et régulateur du métabolisme des lipides 
À l’état postprandial, l’abondance du glucose entraîne son oxydation préférentielle 
comme source d’énergie, ayant pour conséquence le stockage des acides gras. Par contre, 
lorsque les concentrations de glucose circulant diminuent, les acides gras deviennent la 
source énergétique endogène principale dans la cellule β (Malaisse et al, 1983), entraînant 
l’augmentation de leur oxydation. Ceci corrèle avec une diminution de l’oxydation du 
glucose et l’augmentation de la gluconéogènèse dans le foie (Randle, 1998). Dans la cellule 
β, en situation d’abondance de glucose, l’export du citrate par la navette pyruvate-citrate 
décrite plus haut contribue à la formation du malonyl-CoA (Farfari et al, 2000) par 
l’enzyme ACC (Figure 8). Le malonyl-CoA est un pivot métabolique par son action 
inhibitrice de l’enzyme carnitine palmytoyl-transférase 1 (CPT1). Cette enzyme catalyse 
l’entrée des acyl-CoA à chaîne longues (LC-CoA, long-chain CoA) dans la mitochondrie. 
Ainsi, en présence de concentration élevées de glucose, l’élévation corrélative des 
concentrations de malonyl-CoA cytoplasmique inhibent l’enzyme CPT1, ce qui empêche 
l’entrée des LC-CoA dans la mitochondrie (McGarry, 2002) et les rend disponibles pour 
leur estérification en glycéroplipides. Alternativement, lorsque la concentration de glucose 
s’abaisse, la concentration de malonyl-CoA diminue, relevant l’inhibition de CPT1, ce qui 
permet l’entrée des LC-CoA dans la mitochondrie où ils pourront être oxydés et ainsi, agir 
comme principale source énergétique pour la cellule. La concentration de malonyl-CoA 
agit donc comme régulateur du métabolisme des acides gras dans la cellule β (Prentki et al, 
2002). Par contre, comme la synthèse des acides gras de novo est très basse dans la cellule 
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β normale, le malonyl-CoA n’est pas utilisé comme substrat pour la synthèse des LC-CoA 
mais régule l’utilisation des acides gras comme source énergétique (MacDonald et al, 
1992). En effet, l’expression de l’acide gras synthétase est très faibe dans les îlots de 
langerhans de rat normaux (Brun et al, 1996) Le rôle du malonyl-CoA dans la SIIG sera 
discuté plus bas. 
 
 
Figure 8. Le malonyl-CoA, régulateur du métabolisme des lipides 
Ce modèle représente l’intéraction synergistique entre le métabolisme du glucose et des lipides pour 
promouvoir la sécrétion d’insuline par la cellule β pancréatique. La production de citrate par 
anaplérose/cataplérose entraîne la production du malonyl-CoA, qui par son action sur l’enzyme 
CPT-1, inhibe l’entrée des acides gras-CoA dans la mitochondrie et prévient donc leur oxydation. 
Les acides gras-CoA sont alors redirigés vers le cycle TG/FFA (GL/FFA sur cette figure) afin de 
produire des molécules lipidiques signalétiques potentialisatrices de la sécrétion d’insuline. (Tiré de 
(Prentki et Madiraju, 2012) avec l’autorisation du Dr Marc Prentki). 
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2.2.2 L’oxydation des acides gras 
L’oxydation des acides gras est la voie métabolique par laquelle les acyl-CoA sont 
convertis en molécules d’acétyl-CoA dans le but de produire de l’ATP. Dans la cellule β, 
tel que mentionnée précédemment, l’oxydation des acides gras est augmentée quand le 
glucose vient à manquer. 
La première étape de cette voie métabolique est l’entrée des acyl-CoA dans la 
mitochondrie. Comme les réserves mitochondriales et cytoplasmiques de CoA sont 
distinctes, les LC-CoA cytoplasmiques ne peuvent traverser la double-membrane 
mitochondriale par simple diffusion.  C’est donc à l’aide du cofacteur L-carnitine et des 
enzymes CPT1 et CPT2 que les LC-CoA entrent dans la mitochondrie où ils seront oxydés 
(Bahl et Bressler, 1987).  Les acyl-CoA cytosoliques sont donc premièrement transformés 
en acyl-carnitine par l’enzyme CPT1 située sur la face externe de la membrane interne 
mitochondriale. L’acyl-carnitine à longue chaîne traverse ensuite la membrane interne 
mitochondriale à l’aide d’un transporteur, la translocase, en échange d’une molécule de L-
carnitine. Une fois du côté matriciel de la membrane interne mitochondriale, la molécule 
d’acyl-carnitine est reconvertie en acyl-CoA par l’action de l’enzyme CPT2.       
Par la suite, l’oxydation des acyl-CoA se produit grâce à un cycle de quatre 
réactions enzymatiques (Figure 9). Premièrement, l’enzyme acyl-CoA déshydrogénase 
catalyse la déshydrogénation de l’acyl-CoA, entraînant la production d’une molécule 
d’enoyl-CoA et de FADH2. Deuxièmement, l’enoyl-CoA est transformé en 3-hydroxyacyl-
CoA par l’enzyme enoyl-CoA hydratase, qui utilise une molécule d’eau. Troisièmement, 
l’enzyme 3-hydroxyacyl-CoA déshydrogénase catalyse la déshydrogénation NAD+-
dépendante du 3-hydroxyacyl-CoA, produisant un kétoacyl-CoA et une molécule de 
NADH + H
+
. Enfin, la dernière réaction est le clivage du lien entre les carbones  et  par 
l’enzyme β-ketoacyl-CoA thiolase, produisant une molécule d’acétyl-CoA et une molécule 
d’acyl-CoA ayant une chaîne carbonée écourtée de deux carbones. Cette molécule d’acyl-
CoA écourtée devient alors le substrat de la première réaction, et ainsi de suite, le cycle de 
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poursuivra jusqu’à l’oxydation complète de la molécule d’acyl-CoA. Ainsi, lors de 
l’oxydation de l’acide gras à chaîne longue palmitate (C16:0), 8 molécules d’acétyl-CoA 
seront produites. L’acétyl-CoA produit est par la suite oxydé dans le cycle de Krebs, afin de 
stimuler la production d’ATP. Les molécules de NADH + H+ ainsi que de FADH2 
produites au cours du cycle donnent leurs électrons à la chaîne respiratoire, contribuant 
aussi à la production d’ATP (Voet et Voet, 1995). 
 
 
Figure 9. β-oxydation des acides gras 
Les acyl-CoA (AG-CoA) cytoplasmiques sont convertis dans la cellule β pancréatique en acyl-
carnitine (non-illustré sur ce schéma) par l’enzyme CPT-1, entrent dans la mitochondrie et son 
reconvertis en acyl-CoA par l’enzyme CPT-2. L’acyl-CoA est ensuite métabolisé par des 
complexes multi-enzymes pour produire de l’acétyl-CoA puis de l’ATP. Adapté du manuel de 
biochimie Voet and Voet (Voet et Voet, 1995). 
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2.2.3 Enzymologie de la β-oxydation en fonction de la longueur de la 
chaîne carbonée 
L’entrée dans la mitochondrie des acides gras à longue chaine est l’étape limitante 
de l’oxydation des LC-CoA. À l’opposé, les acides gras libres à chaîne courte peuvent 
pénétrer librement la mitochondrie où ils seront activés en acyl-CoA à courte chaîne. Par 
contre, les acides gras à chaîne moyenne peuvent soit utiliser la voie des acides gras à 
chaîne longue ou celle des acides gras à chaîne courte pour entrer dans la mitochondrie 
(Bahl et Bressler, 1987). Ainsi, comme seuls les LC-CoA dépendent exclusivement de 
l’enzyme CPT-1 pour entrer dans la mitochondrie, seule leur oxydation est dépendante des 
niveaux de malonyl-CoA, et donc régulée par la concentration cytoplasmique de glucose. 
Par ailleurs, il existe plusieurs isoformes pour les enzymes catalysant les quatre 
étapes de l’oxydation des acides gras. Leur activité varie en fonction de la longueur de la 
chaîne carbonée, de leur localisation dans la mitochondrie et de leur organisation en 
complexes (Figure 10). Tout d’abord, il existe des enzymes spécifiques pour les acyl-CoA à 
chaîne très longue ou longue, et d’autres pour les acyl-CoA à chaîne moyenne ou courte. 
Par contre, des études de mutations des divers isoformes démontrent qu’il existe un 
chevauchement dans leur capacité catalytiques (Nada et al, 1995). Ainsi, en l’absence 
d’une enzyme spécifique pour les acyl-CoA à chaîne moyenne, l’enzyme spécifique pour 
les LC-CoA pourra catalyser la réaction avec une moins grande efficacité. Ensuite, la 
localisation intra-mitochondriale des différents isoformes est différente. Alors que les 
isoformes spécifiques pour les acyl-CoA à chaîne très longue ou longue se retrouvent 
attachés à la face matricielle de la membrane interne mitochondriale (Izai et al, 1992; 
Uchida et al, 1992), les enzymes spécifiques pour l’oxydation des acyl-CoA à chaîne 
moyenne et courte sont localisées dans la matrice mitochondriale (Schulz, 1991). Enfin, les 
enzymes sont organisées en complexes multi-enzyme comprenant l’activité nécessaire à la 
catalyse de chacune des étapes d’un cycle d’oxydation. Ceci permet la canalisation du 
substrat d’une enzyme à l’autre et maximise l’efficacité des réactions (Nada et al, 1995). 
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De ce fait, la déficience d’une enzyme du complexe d’oxydation d’acyl-CoA à chaîne 
moyenne n’entravera pas l’oxydation par le complexe des LC-CoA. Par contre, l’inhibition 
d’une des enzymes du complexe multi-enzyme résulte en la perte d’activité de l’ensemble 
du complexe (Nada et al, 1995). 
 
 
Figure 10. Localisation des différents isoformes des enzymes de la β-oxydation. 
La partie gauche du schéma montre l’oxydation des acides gras à chaîne longue par les enzymes 
membranaires spécifiques à cette longueur de chaîne carbonée. Au centre, on retrouve le complexe 
multienzyme de la matrice spécialisé pour l’oxydation des acides gras à chaîne moyenne ou courte. 
VLCAD : acyl-CoA déshydrogénase pour acides gras à chaîne très longue; LCEH : enoyl-CoA 
hydratase pour acides gras à chaîne longue; LCHAD : hydroxyacyl-CoA déshydrogénase pour 
acides gras à chaîne longue; LCKT : ketoacyl-CoA thiolase pour acides gras à chaîne longue; MC : 
chaîne moyenne; CC : chaîne courte; AD : acyl-CoA déshydrogénase, EH : enoyl-CoA hydratase; 
HAD : hydroxyacyl-CoA déshydrogénase; KT : ketoacyl-Coa thiolase (Adapté de (Nada et al, 
1995). Schéma réalisé à partir de Servier Medical Art, www.servier.fr/servier-medical-art). 
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2.3  Le cycle Triglycérides/Acides gras libres (TG/FFA) 
Le cycle TG/FFA fait référence à une voie cyclique du métabolisme des acides gras. 
Ce cycle comprend deux phases : une première où les LC-CoA sont d’abord estérifiés à une 
molécule de glycérol généralement à la surface du réticulum endoplasmique, formant des 
glycérolipides complexes, suivi de la deuxième phase composée de l’hydrolyse de ces 
glycérolipides neutres, appelé lipolyse, permettant de relâcher les acides gras libres et le 
glycérol (voir figure 11).  La lipolyse est généralement effectuée soit sur les gouttelettes 
lipidiques où le TG est généralement emmagasiné, soit au niveau de la membrane 
plasmatique.  
En présence de concentrations élevées de glucose et d’acides gras, il est probable 
que les niveaux cytoplasmiques de LC-CoA augmentent, mais ces niveaux n’ont jamais été 
mesurés. Par ailleurs, tel que discuté à la section 2.2.1, le métabolisme accru du glucose 
entraîne l’augmentation de la concentration cytoplasmique du malonyl-CoA, lequel inhibe 
l’oxydation des acides gras et les redirige vers la voie de l’estérification. De plus, 
l’augmentation de la glycolyse entraîne la production de Gly3P, la structure de base des 
glycérolipides. Dans le foie et le muscle, le Gly3P peut aussi provenir du la 
glycéronéogenèse ou du recyclage du glycérol cytoplasmique par l’action de l’enzyme 
glycérol kinase (GK). Par contre, la glycéronéogenèse est une voie métabolique peu active 
dans la cellule β car l’expression de l’isoforme cytoplasmique de PEPCK, étape limitante 
de la glycéronéogenèse, est absente dans la cellule β pancréatique (MacDonald et al, 1992). 
De plus, l’implication de l’isoforme mitochondrial de PEPCK dans la génération de 
glycérol reste à confirmer (Stark et al, 2009). Par ailleurs, des études chez les rongeurs et 
l’humain démontrent que l’activité de l’enzyme GK est très basse dans la cellule β en 
comparaison avec les cellules du foie (Noel et al, 1997). Donc, la source principale de 
Gly3P dans la cellule β est la glycolyse. Lors de l’estérification des acides gras, trois 
molécules de LC-CoA sont séquentiellement estérifiées à une molécule de Gly3P, générant 
successivement les lipides polaires acide lysophosphatidique (LPA, lysophosphatidic acid), 
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puis l’acide phosphatidique (PA, phosphatidic acid), suivi des lipides non-polaires sn1,2-
DAG et enfin TG. Cette voie anabolique utilise l’ATP pour la formation du lien thioester 
des acyl-CoA, et cette énergie est transférée à la molécule de glycérolipide lors de 
l’estérification de l’acyl-CoA à la molécule de glycérol. 
 
 
Figure 11. Cycle Triglycérides/Acides gras libres  
Le cycle TG/FFA se divise en deux parties : A) l’estérification des acides gras et B) la lipolyse. 
AG : acides gras; Gly : glycérol; ACSL : acyl-CoA synthétase à chaîne longue; GPAT : Gly-3-P 
acyltransferase; AGPAT : 1-acyl-sn-Gly-3-P acyltransferase; PAP : PA phosphatase; DGAT : DAG 
acyltransferase; ATGL : adipose TG lipase; MGL : MAG lipase (Adapté de (Prentki et Madiraju, 
2008) 
 
 La phase catabolique du cycle TG/FFA (Figure 11) comprend l’hydrolyse 
séquentielle des groupements acyle de la structure de glycérol par l’action de lipases. Cette 
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partie du cycle est appelée la lipolyse. Les TG sont tout d’abord hydrolysés en sn 2,3-DAG 
par l’action d’ATGL (adipose triglyceride lipase) ou HSL, puis le DAG en MAG par HSL, 
et enfin le MAG est hydrolysé par MGL (MAG lipase) pour libérer une molécule de 
glycérol. Pour chacune de ces étapes, une molécule d’acides gras libres est libérée, et 
l’énergie comprise dans le lien ester est libérée sous forme de chaleur. On qualifie 
couramment ce cycle de «futile» en raison de sa consommation d’ATP et d’une perte 
d’énergie qui est dissipée sous forme de chaleur (Prentki et Madiraju, 2008).  
Le cycle TG/FFA génère plusieurs molécules lipidiques signalétiques capables de 
réguler plusieurs processus cellulaires dont la sécrétion d’insuline dans la cellule β, ce qui 
sera discuté plus loin (voir Section 3.3). La régulation de ce cycle est donc très importante 
et est assurée grâce aux multiples isoformes de chaque enzyme du cycle ainsi qu’à leur 
localisation intracellulaire spécifique. Par exemple, en ce qui a trait à l’estérification, il 
existe deux isoformes de l’enzyme PAP (PA phosphatase). PAP-1 est liée au réticulum 
endoplasmique où elle assure la synthèse du DAG nécessaire à la production de TG et à la 
formation de gouttelettes lipidiques. Quant à elle, PAP-2 est liée à la membrane plasmique 
et produit le DAG à partir du PA venant de l’hydrolyse de phospholipides, et est donc 
impliquée dans l’activation de cascades signalétiques (Prentki et Madiraju, 2008). Un autre 
exemple est l’enzyme GPAT, enzyme limitante de la synthèse des TG, dont quatre 
différents isoformes ont été identifiés jusqu’à ce jour, ayant une localisation mitochondriale 
ou réticulaire (Wendel et al, 2009). Par ailleurs, les différentes lipases responsables de 
l’hydrolyse des glycérolipides ont aussi des localisations intracellulaires bien particulières. 
ATGL, responsable de l’hydrolyse des TG, est située à la surface des gouttelettes 
lipidiques, localisation lui donnant un accès direct à son substrat (Smirnova et al, 2006). 
Des études récentes ont démontré que l’ATGL pourrait aussi être située à la face 
extracellulaire de la membrane plasmique (Notari et al, 2006). Si ces données sont 
confirmées dans la cellule β, ATGL contribuerait donc à la production d’acides gras libre 
pouvant activer le récepteur lié aux protéines G (GPCR) GPR40 et stimuler la sécrétion 
d’insuline. ATGL possédant, en plus de son activité TG lipase une activité transacylase 
 44 
 
(Jenkins et al, 2004), elle contribue à la production de sn 1,2-DAG, la forme de DAG ayant 
des capacités signalétiques, à partir du sn 2,3-DAG généré lors de la lipolyse. Une autre 
lipase localisée sur les gouttelettes lipidiques est HSL (Miyoshi et al, 2006), responsable de 
l’hydrolyse du sn 2,3-DAG en MAG. La présence conjointe d’ATGL et HSL sur 
l’organelle de stockage des TG permet une hydrolyse efficace des glycérolipides. HSL a 
aussi été identifiée à la surface des granules d’insuline dans la cellule β (Lindvall et al, 
2004). Ainsi, la production localisée de MAG par HSL pourrait contribuer à l’activation de 
l’effecteur de l’exocytose des granules de sécrétion mammalian homologues of the C. 
elegans unc-13 (Munc13) (Iglésias et Prentki, communication personnelle). Il est à noter 
que la lipolyse en réponse au glucose corrèle avec l’augmentation de la sécrétion d’insuline 
(Roduit et al, 2001; Mulder et al, 2004).  
 
  
Chapitre 3. Les voies principales de sécrétion d’insuline 
de la cellule β pancréatique en réponse aux nutriments 
calorigéniques  
L’îlot de Langerhans est un senseur du niveau énergétique de l’organisme. Il intègre 
les signaux provenant des nombreux nutriments afin de moduler adéquatement la sécrétion 
des diverses hormones. La cellule β pancréatique est la source principale d’insuline dans le 
corps humain. L’insuline y est synthétisée, emmagasinée et enfin sécrétée dans la 
circulation sanguine (Figure 12). La sécrétion de l’insuline est régulée et stimulée par 
plusieurs facteurs dont les nutriments (le glucose en particulier) et certaines hormones. Les 
voies métaboliques responsables de la sécrétion d’insuline se divisent principalement en 
deux parties. Premièrement, la voie classique, dite voie d’induction de la sécrétion, est liée 
à la fermeture des canaux K
ATP
 et une augmentation du niveau de Ca
2+ 
cytoplasmique. 
Ensuite, la voie d’amplification est responsable de l’effet du glucose via d’autres systèmes 
de transduction métabolique et de l’effet potentialisateur des acides gras sur la sécrétion 
d’insuline induite par le glucose. Enfin, certaines voies de signalisation sont aussi connues 
pour contribuer à la sécrétion d’insuline en réponse à divers nutriments et hormones. 
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Figure 12: Formation de l’insuline et maturation des granules 
1) La pré-pro-insuline produite dans le réticulum endoplasmique est transformée en pro-insuline par 
clivage enzymatique. 2) La pro-insuline migre dans le Cis-Golgi à l’intérieur de vésicules de 
transport. 3) La maturation finale de l’insuline a lieu par le clivage enzymatique de la pro-insuline 
4) L’insuline est emmagasinée sous forme de cristaux dans la granule sécrétrice (vésicule de 
sécrétion) et migre vers la membrane cellulaire. (Figure adaptée de (Magnan, 2005)) 
  
La sécrétion d’insuline induite par le glucose est diphasique (Figure 13). Lors de la 
première phase, l’insuline contenue dans les granules fusionnées à la membrane 
cytoplasmique est relâchée rapidement. Cette première phase est régulée par la voie 
classique de sécrétion (voir Section 3.1) et s’atténue en 10 minutes environ. La deuxième 
phase de sécrétion d’insuline implique le recrutement de nouvelles granules à la membrane. 
Elle est stimulée par les voies d’amplifications de la sécrétion (voir Section 3.2), est 
beaucoup plus graduelle que la première et dure environ 45 minutes (Straub et Sharp, 
2002). Chez l’humain et le rat, la deuxième phase de sécrétion est beaucoup plus accentuée 
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que la première phase. Par contre, chez la souris, en absence d’acides gras exogènes, on 
observe une première phase de sécrétion en réponse au glucose très robuste et une 
deuxième phase quasi-absente (Zawalich et Zawalich, 1996). 
 
 
Figure 13. Sécrétion d’insuline diphasique chez le rat et la souris. 
La première phase de sécrétion d’insuline se produit dans les 10 premières minutes suivant la 
stimulation au glucose (entre les temps 30 et 40 minutes) alors que la deuxième phase de sécrétion 
est beaucoup plus prononcée chez le rat que chez la souris (entre les temps 40 et 60 minutes) et peut 
se prolonger jusqu’à 1 h suivant la stimulation au glucose. G3: 3 mM glucose; G15: 15 mM glucose 
(Adapté de Zawalich et Zawalich, 1996). 
 
3.1 Voie classique de la sécrétion d’insuline 
La particularité de la sécrétion d’insuline par la cellule β réside dans le fait que c’est en 
grande partie le métabolisme des nutriments, et non seulement les nutriments eux-mêmes 
via des récepteurs membranaires, qui induisent la sécrétion de l’insuline (Malaisse et al, 
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1979). Le glucose est le sécrétagogue principal de la cellule β et est le seul nutriment 
capable de stimuler à lui seul la sécrétion d’insuline in vitro (Prentki et al, 1997). Le 
métabolisme du glucose par la glycolyse entraîne la production de pyruvate, qui une fois 
oxydé dans la mitochondrie par le cycle de Krebs, contribue à la synthèse d’ATP. 
L’augmentation du ratio ATP/ADP, conduit à la fermeture des canaux KATP-dépendants à 
la membrane plasmique, déclenchant la dépolarisation de la membrane, l’ouverture des 
canaux calciques voltages-dépendants (VDCC, voltage-dependant calcium channels), 
créant un influx de calcium qui induit l’exocytose des granules d’insuline (Ashcroft et 
Rorsman, 1990; Prentki, 1996) (Figure 14A). Cette voie métabolique est connue sous le 
nom de la voie classique de sécrétion d’insuline, et serait responsable de la première phase 
de sécrétion, au cours de laquelle le contenu des granules fusionnées à la membrane 
cytoplasmique est libéré par exocytose. 
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Figure 14. Mécanismes classique et d’amplification de la sécrétion d'insuline induite 
par les nutriments dans la cellule β  
Les deux sécrétagogues les plus importants de la cellule β sont le glucose et les acides gras libres 
(AG). (A) en noir, la voie classique de sécrétion d’insuline; (B) en vert, la voie d’amplification et 
(C) en mauve, la voie de signalisation des acides gras à longue chaine via le récepteur GPR40. β-
Ox : -oxydation des acides gras; AG-CoA : acyl-CoA; VDCC : canal calcique voltage-dépendant; 
KATP : canal potassique ATP-dépendant. 
 
3.2 Voie d’amplification de la sécrétion d’insuline 
En plus du glucose, les acides gras jouent aussi un rôle potentialisateur sur la 
sécrétion d’insuline. Par contre, une concentration de glucose permissive est essentielle à 
l’effet des acides gras. De plus, l’effet potentialisateur des différents types d’acide gras 
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augmente avec la longueur et diminue avec le degré d’insaturation de leur chaîne carbonée 
(Stein et al, 1997; Deeney et al, 2000). Tout comme le glucose, les acides gras 
potentialisent la sécrétion d’insuline en partie par leur métabolisme intracellulaire. En effet, 
en présence de concentrations élevées de glucose, ou en présence de glucose et d’acides 
gras, la voie classique n’est pas suffisante pour expliquer l’amplitude de la sécrétion 
d’insuline. Des expériences ont démontré que malgré un découplage entre le métabolisme 
du glucose et la fermeture des canaux KATP (par l’utilisation du diazoxide) tout en assurant 
la dépolarisation de la membrane cytoplasmique (par l’utilisation d’une concentration 
élevée de KCl) et l’influx de Ca2+, le glucose et les acides gras peuvent induire la relâche 
des granules (Aizawa et al, 1994). Il existe donc une voie KATP-indépendante par laquelle le 
glucose et les acides gras stimulent la sécrétion d’insuline (Figure 14B). Lorsque la 
concentration de glucose est élevée, l’anaplérose et la cataplérose contribuent à 
l’augmentation du malonyl-CoA, favorisant le métabolisme des acides gras par le cycle 
TG/FFA. Ceci contribue à l’élévation de molécules lipidiques générées au cours du cycle 
TG/FFA tels le DAG, le LC-CoA ou les acides gras libres. Ceux-ci modulent l’activité de 
différents enzymes et peut être le degré d’acylation de certaines protéines importantes pour 
la sécrétion d’insuline. 
Tout d’abord, les niveaux élevés de DAG peuvent activer certains membres de la 
famille des protéines kinases C (PKC) (Yaney et Corkey, 2003).  Cependant, les cibles de 
ces kinases étant mal connues, et l’implication dans la régulation de la sécrétion d’insuline 
étant ambiguë pour certaines isoformes, leur voie signalétique menant à une augmentation 
de l’exocytose des granules est encore incertaine (voir Section 4.2). Les DAG peuvent aussi 
activer Munc13, une protéine d’exocytose reconnue comme étant un récepteur aux DAG 
(Bauer et al, 2007). L’activation de Munc13 par les DAG permet de lier l’augmentation de 
la lipolyse par le glucose avec la relâche des granules d’insuline et donc l’amplification de 
la sécrétion d’insuline par le cycle TG/FFA (Kwan et al, 2006). Deuxièmement, 
l’augmentation des niveaux cytoplasmiques des LC-CoA est associée à une augmentation 
de l’exocytose dans la cellule β (Deeney et al, 2000). Plus spécifiquement, des 
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concentrations élevées de LC-CoA pourraient accentuer la maturation des granules de 
sécrétion d’insuline provenant de l’appareil de Golgi, contribuant à l’augmentation de 
l’exocytose (Corkey et al, 2000). L’élévation des LC-CoA conduit peut-être aussi à 
l’acylation des diverses protéines, dont les protéines G, protéines importante pour la 
signalisation intracellulaire. Ces protéines doivent être dirigées à la membrane plasmique 
afin de remplir leur rôle signalétique (Schmidt, 1989), et c’est la myristoylation et 
palmytoylation de leur sous-unité  qui permet cette localisation (Bouvier et al, 1995). 
Certaines protéines G étant impliquées dans l’exocytose (Olszewski et al, 1994), leur 
localisation adéquate suite à l’élévation des niveaux de LC-CoA pourrait contribuer à 
l’augmentation de la sécrétion d’insuline. Troisièmement, les acides gras libres produits 
lors de la lipolyse peuvent agir de façon autocrine/paracrine en activant GPR40 ou activer 
des facteurs de transcription tels les PPARs (Duplus et al, 2000). L’activation de cette 
famille de récepteurs nucléaires (en particuler PPAR  et PPARγ) par les acides gras permet 
à la cellule de ‘sentir’ son état énergétique et de moduler le métabolisme des lipides en 
conséquence, ce qui influence la sécrétion d’insuline.  L’activation de PPAR  entraîne une 
augmentation de l’oxydation des acides gras, et est ainsi associé à une diminution de la 
sécrétion d’insuline en réponse au glucose (Tordjman et al, 2002; Gremlich et al, 2005). 
La production de molécules lipidiques signalétiques par le cycle TG/FFA a donc des 
effets bénéfiques sur la sécrétion d’insuline, et ce par différentes voies. Le métabolisme des 
LC-CoA par ce cycle est donc reconnu comme un signal positif pour la sécrétion 
d’insuline. Alternativement, l’oxydation des acides gras par la mitochondrie fait diminuer 
les concentrations de LC-CoA et donc de molécules lipidiques signalétiques générées par le 
cycle TG/FFA. C’est pourquoi l’oxydation des acyl-CoA est reconnue comme un signal 
négatif pour la sécrétion d’insuline. Comme le malonyl-CoA est situé au confluent de ces 
deux voies métaboliques, il joue un rôle d’aiguillage pour le métabolisme des LC-CoA et 
est intimement lié à la sécrétion d’insuline. Aussi, une diminution des niveaux de malonyl-
CoA entraîne une diminution de la sécrétion d’insuline par la cellule β (Chen et al, 1994c). 
Cependant, alors que les  acides gras ont la capacité de potentialiser la sécrétion d’insuline 
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induite par le glucose, leur présence seule n’est pas suffisante à induire l’exocytose des 
granules d’insuline (Gravena et al, 2002). De plus, ce sont principalement les acides gras à 
chaîne longue ou les acides gras estérifiés qui bonifient la sécrétion. En effet, l’effet 
potentialisateur des acides gras sur la sécrétion d’insuline augmente avec la longueur de 
leur chaîne carbonée, les acides gras de moins de huit carbones étant inefficaces (Stein et 
al, 1997).   
Le récepteur GPR40 est présent dans plusieurs tissus, mais de façon 
particulièrement abondante dans les neurones et les cellules β pancréatiques (Briscoe et al, 
2003). GPR40 est un GPCR /q11 liant les acides gras à chaîne moyenne ou longue. Les 
voies signalétiques qu’il active sont mal définies, mais semblent mener à l’activation de la 
phospholipase C, entraînant la production de DAG et d’inositol phosphate (IP3) qui causent 
respectivement l’activation des PKC et la mobilisation du Ca2+ cytoplasmique (Birktoft et 
al, 1987). GPR40 est maintenant bien connu pour médier une partie de l’effet amplificateur 
des acides gras sur la sécrétion d’insuline (Latour et al, 2007; Kebede et al, 2008; Lin et al, 
2011). D’ailleurs, une mutation du récepteur chez l’humain est associée à une capacité 
sécrétoire diminuée (Vettor et al, 2008). De plus, l’étude d’un modèle murin portant une 
invalidation ubiquitaire du gène démontre que l’activation de GPR40 par les acides gras à 
chaîne longue contribue à l’amplification de la deuxième phase de la sécrétion d’insuline  
in vivo et in vitro (Latour et al, 2007; Kebede et al, 2008). L’activation du récepteur 
pourrait expliquer jusqu’à 50% de l’effet amplificateur des acides gras en fonction des 
concentrations de glucose présentes. Ceci fait de GPR40 une cible thérapeutique ayant 
suscité un vif intérêt dans les dernières années. Ainsi, plusieurs agonistes du récepteur ont 
été développés et certains démontrent des effets prometteurs dans des modèles de rongeurs 
pré-diabétiques tel le rat Zucker Fatty (Lin et al, 2011). Cependant, les voies métaboliques 
de signalisation impliquées dans la modulation de la sécrétion d’insuline par les acides gras 
sont encore à l’étude. 
Enfin, certains acides aminés stimulent la sécrétion d’insuline. Le métabolisme de 
l’alanine, la glutamine et la leucine permettent une augmentation, par anaplérose, des 
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intermédiaires du cycle de Krebs, ce qui résulte en une production accrue d’ATP et stimule 
la sécrétion. La leucine est aussi un activateur allostérique de l’enzyme glutamate 
déshydrogénase (GDH), qui transforme le glutamate en αKG et ainsi contribue à 
l’anaplérose (Newsholme et al, 2006). Ainsi, le traitement de cellules β avec une 
combinaison de leucine et glutamine augmente la sécrétion d’insuline (Somers et al, 1981). 
De plus, l’arginine est un acide aminé dont la charge positive induit la dépolarisation de la 
membrane plasmique et ainsi, la relâche du contenu des granules (de Oliveira et al, 2011). 
  
Chapitre 4. Enzymes et voies métaboliques associées à 
une régulation négative de la sécrétion d’insuline 
La sécrétion d’insuline est un processus hautement régulé et complexe. Quoi 
qu’incomplète, notre compréhension des voies métaboliques potentialisatrices de la 
sécrétion d’insuline est assez avancée. Alors qu’un défaut de sécrétion contribue à 
l’hyperglycémie et au développement du DT2, une hypersécrétion peut mener à des 
épisodes d’hypoglycémie qui ont été reconnus comme très néfastes, entre autres chez les 
patients diabétiques. C’est pourquoi il existe des mécanismes qui préviennent 
l’hypersécrétion et ce, en situation normale ou pathologique. Nous avons entrepris dans ce 
projet de doctorat d’élucider certains de ces mécanismes. Seront discutés dans les sections 
suivantes l’implication de l’enzyme L-3-hydroxyacyl-CoA déshydrogénase spécifique aux 
acides gras à chaîne courte (SCHAD, short-chain hydroxyacyl-CoA dehydrogenase), de la 
protéine kinase C  (PKCε) et de la protéine AMPK. 
 
4.1 SCHAD, un régulateur négatif de la sécrétion d’insuline 
L’hyperinsulinémie est une maladie diagnostiquée par des épisodes sévères 
d’hypoglycémies. Elle peut être causée par des lésions adénomateuses du pancréas, 
caractérisées par une hyperplasie focale ou diffuse, qui sont traitées soit par médication ou 
par pancréatectomie (Fekete et al, 2004; de Lonlay et al, 2005). Alternativement, cinq 
gènes ont été impliqués dans le développement de l’hyperinsulinémie. Tout d’abord, une 
mutation dominante inhibitrice des sous-unités SUR1 (sulfonylurea receptor 1) ou KIR6.2 
du canal potassique ATP-dépendant (canal KATP) entraîne la dépolarisation prolongée de la 
membrane plasmique et une sécrétion d’insuline augmentée. Ensuite, une mutation de 
l’enzyme glucokinase augmente son affinité pour son substrat, le glucose, et contribue à 
l’augmentation de son métabolisme et de la sécrétion d’insuline. De plus, une mutation 
gain-de-fonction de l’enzyme GDH la rend résistante à l’inhibition par le GTP. Cette 
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augmentation de l’activité de GDH induit une augmentation du métabolisme mitochondrial, 
et contribue à l’augmentation de la sécrétion d’insuline en particulier suivant un repas 
riches en protéines. Finalement, des mutations diverses dans l’enzyme L-3-hydroxyacyl-
CoA déshydrogénase spécifiques pour les acides gras à chaîne courte (SCHAD), entraînant 
une diminution de l’activité de l’enzyme, causent une hyperinsulinémie (de Lonlay et al, 
2005). 
L’enzyme SCHAD est une protéine de la matrice mitochondriale catalysant la 
troisième réaction d’un cycle d’oxydation des acides gras. Elle transforme le L-3-
hydroxyacyl-CoA à chaîne courte en L-3-ketoacyl-CoA et produit une molécule de 
NADH+H
+
. Son efficacité catalytique est maximale pour les hydroxyacyl-CoA ayant une 
chaîne de 6 carbones (Barycki et al, 1999). Elle agit en homo-dimère et chaque sous-unité 
est composée de deux domaines : la partie N-terminale assure la liaison au cofacteur 
nicotinamide dinucléotide (NAD) alors que la partie C-terminale permet la liaison au 
substrat ainsi que la dimérisation (Birktoft et al, 1987). SCHAD est exprimé à des niveaux 
élevés dans le muscle cardiaque, mais aussi dans le pancréas, le foie, le rein et le muscle 
squelettique. Par contre, les ratios d’ARN messagers (ARNm) de SCHAD relativement aux 
autres enzymes de l’oxydation des acides gras sont particulièrement élevés dans la cellule 
β, étant en moyenne de 30 :1 dans des lignées cellulaires ou des cellules primaires β de rats, 
alors que ce ratio est habituellement de 0,9 :1 dans d’autres tissus (Hammar et Berne, 1970; 
Agren et al, 1977; Vredendaal et al, 1996; Martins et al, 2011) 
La manifestation typique chez l’humain d’une mutation d’une des enzymes de 
l’oxydation des acides gras est une hypoglycémie/hypocétonimie, accompagnée d’une 
dysfonction hépatique et d’une acidification systémique. Ces symptômes apparaissent 
généralement en période d’augmentation des besoins énergétiques et sont observés pour la 
première fois en bas âge. On observe de plus chez ces patients une augmentation des acides 
gras libres et une diminution des corps cétoniques en circulation (Eaton et al, 2003). Les 
symptômes s’apparentent au syndrome de Reye, où une encéphalopathie accompagne les 
dommages hépatiques (Bennett et al, 2006). Lors des épisodes d’hypoglycémie, on observe 
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une insulinémie normalement basse. Par contre, comme mentionné précédemment, la 
mutation de l’enzyme SCHAD entraîne une hypoglycémie causée par une 
hyperinsulinémie. De toutes les enzymes impliquées dans l’oxydation des acides gras, seule 
la mutation de SCHAD entraîne une hyperinsulinémie.  
Les mutations de SCHAD sont récessives et les patients décrits dans la littérature 
sont généralement issus d’une famille à haut degré de co-sanguinité. Les mutations de 
SCHAD sont diverses (mutations ponctuelles, créant un défaut d’épissage ou induisant la 
production d’une protéine tronquée) mais causent toutes une diminution de l’activité de 
l’enzyme. Au début du présent projet de doctorat, cinq cas cliniques avaient été décrits 
(Clayton et al, 2001; Molven et al, 2004; Hussain et al, 2005; Bennett et al, 2006). 
L’hyperinsulinémie était diagnostiquée suite à des épisodes sévères d’hypoglycémie en très 
bas âge. En plus de l’hypoglyémie et l’hyperinsulinémie, les patients avaient une 
accumulation des métabolites L-3-hydroxybutyryl-carnitine dans le sang et L-3-
hydroxyglutarate dans l’urine. L’amplitude de la perte d’activité de SCHAD chez ces 
patients était corrélée avec le degré d’hyperinsulinémie mais le mécanisme métabolique 
responsable de l’hyperinsulinémie n’était pas alors connu. Malgré le petit nombre de 
patients répertoriés, il est raisonnable d’avancer qu’il existe d’autres cas 
d’hyperinsulinémie due à une mutation de SCHAD non-diagnostiqués. En effet, ces 
patients se présentent dans une institution de santé souffrant d’une hypoglycémie sévère et, 
étant de très bas âge, sont souvent traités très rapidement, sans évaluation approfondie de 
leur condition. La mesure de l’insulinémie n’étant pas effectuée de routine (Burtis et al, 
1999), il est fort probable que dans plusieurs cas, l’hyperinsulinémie causée par la mutation 
de SCHAD ait été sous diagnostiquée. D’ailleurs, suite aux différentes études, 
l’augmentation des concentrations des métabolites hydroxybutyryl carnitine dans le sang et 
l’hydroxyglutarate dans l’urine (Molven et al, 2004) a été reconnu comme marqueur 
diagnostique de la maladie. 
L’expression particulièrement élevée de SCHAD dans les îlots de Langerhans, de 
même que l’hyperinsulinémie qui découle de la diminution d’activité de l’enzyme ont  
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mené notre laboratoire à poser l’hypothèse selon laquelle SCHAD serait une protéine 
importante dans la régulation de la sécrétion d’insuline dans la cellule β. Plus précisément, 
SCHAD agirait comme régulateur négatif de la sécrétion d’insuline, d’où l’augmentation de 
l’insulinémie due à la diminution de sa fonction. Les mécanismes impliqués étant alors 
inconnus, ils ont été l’un des sujets de mon étude doctorale. 
 
4.2 PKC , régulateur de la sécrétion en présence d’acides gras 
Les PKC constituent une famille de Ser/Thr kinases qui sont exprimées de façon 
ubiquitaire. Les dix membres sont divisés en trois sous-groupes : les PKC classiques 
(cPKC, , ,γ), les PKC nouvelles (nPKC, , , , ) et les PKC atypiques (aPKC, , ) qui 
différent dans leur structure et leur mode d’activation. Les cPKC sont activés suite à la 
liaison au Ca
+2
 et au DAG, alors que les nPKC ne lient que le DAG. Les aPKC quant à 
elles ne sont pas activées par le Ca
+2
 ni par le DAG mais le sont plutôt par la signalisation 
en aval d’un GPCR, notamment par la kinase PI3K (Tian et al, 1996). Leur structure 
comprend une portion régulatrice en N-terminal, où se trouvent les domaines C1 et C2 
(absent chez les aPKC) ainsi qu’une portion catalytique en C-terminal formée du domaine 
Ser/Thr kinase. Le domaine C1 des cPKC permet la liaison au DAG et leur domaine C2 lie 
le Ca
+2
. Ensuite, en ce qui a trait aux nPKC, le domaine C1 lie le DAG et le domaine C2, 
différent des cPKC, a une fonction mal définie. Il pourrait faciliter les interaction protéine-
protéine (Gallegos et Newton, 2008) ou permettre la liaison aux phospholipides pour un 
meilleur ancrage à la membrane (Newton et Messing, 2010). Finalement, pour les aPKC, 
leur domaine C1 n’est sensible ni au DAG ni au Ca+2, mais leur activité catalytique est 
dépendante de la liaison à la phosphatidylsérine (Idris et al, 2001). 
L’activité des PKC est régulée de quatre façons. Soit par la liaison à un cofacteur 
(ex. Ca
+2
 ou DAG), par la phosphorylation, par des interactions protéines-protéines ou par 
une dégradation régulée de la protéine. Les PKC possèdent trois sites de phosphorylation 
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situés dans trois portions du domaine catalytique soit la boucle d’activation, le motif 
tournant (turn motif) et le motif hydrophobe. Ces sites sont phosphorylés de façon 
constitutive et confèrent à la protéine une localisation cytoplasmique. Ce n’est que suite à la 
liaison au DAG ou au Ca
+2
 que la kinase est activée et transloque à la membrane (Newton, 
2009). Ainsi, la mesure d’activité des PKC ne peut être effectuée avec confiance en ne 
regardant que les niveaux de phosphorylation. C’est pourquoi la translocation à la 
membrane plasmique est une mesure d’activité fréquemment utilisée dans la littérature, 
mais qui peut être faussée par le protocole d’extraction et de fractionnement cellulaire. 
Enfin, la phosphorylation des cibles de PKC est sans doute la meilleure approche pour 
mesurer leur activité, cependant il existe une certaine redondance dans l’activité des divers 
isoformes, et le manque d’inhibiteur spécifique rend difficile la dissection des voies 
signalétiques des PKC. 
 L’implication de diverses PKC dans le développement de l’insulino-résistance a été 
étudiée en détail. On observe chez les patients obèses diabétiques une augmentation des 
niveaux protéiques de PKCα,  et  dans le foie (Considine et Caro, 1993). De plus, des 
niveaux élevés de PKC ,  et  ont été observés dans le muscle de rats devenus résistants à 
l’insuline suite à une diète riche en gras (Schmitz-Peiffer et al, 1997) ou de rats Zucker 
Fatty (Qu et al, 1999). Les niveaux accrus d’acides gras circulants associés à l’obésité et au 
DT2 entraînent une augmentation des niveaux d’acides gras intracellulaires, dont les TG et 
les DAG, menant à l’activation accrue de certaines PKC. Ceci a pour conséquence la 
phosphorylation inhibitrice de plusieurs cibles sur des résidus sérine, dont plusieurs 
membres de la voie de signalisation du récepteur à l’insuline. Entre autres, il a été démontré 
que dans le foie, l’interaction entre PKC  et le récepteur à l’insuline empêcherait la 
capacité de ce dernier à phosphoryler ses cibles en aval. De plus, une protéine adaptatrice 
du récepteur à l’insuline, l’IRS1 peut être phosphorylé par plusieurs PKC, ayant pour 
conséquence la diminution d’activation de la PI3K et conséquemment, l’inhibition du 
métabolisme du glucose (Dey et al, 2006; Schmitz-Peiffer et Biden, 2008), en plus 
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d’augmenter la dégradation de IRS1 (Schmitz-Peiffer et Biden, 2008), contribuant au 
développement de l’insulino-résistance.  
 L’implication des diverses PKC dans la dysfonction de la cellule β a été beaucoup 
moins étudiée que dans l’insulino-résistance. La démonstration qu’un traitement au DAG 
ou au phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA, analogue du DAG, activateur des PKC) 
cause une sécrétion accrue des îlots en réponse au glucose (Jones et Persaud, 1998) fut une 
des premières évidences en faveur d’un implication des PKC dans la régulation de la 
sécrétion d’insuline. Tout comme dans les tissus cibles de l’insuline, l’augmentation des 
niveaux d’acide gras libres, mais aussi de la glycémie, contribuerait à l’activation des PKC. 
En effet, la dyslipidémie cause une augmentation des niveaux de DAG et d’acyl-CoA à 
chaîne longue dans la cellule β, contribuant à l’activation des PKC. De plus, l’augmentation 
de la concentration de glucose entraîne la production accrue du malonyl-CoA, favorisant la 
synthèse de lipides complexes par le cycle TG/FFA, contribuant à l’augmentation des 
niveaux de DAG et à l’activation des PKC.  
La cellule β exprime les isoformes α, II, , ,  et , qui remplissent des fonctions 
diverses. Tout d’abord, l’isoforme α a été démontré comme ayant peu ou pas d’influence 
sur la sécrétion d’insuline induite par le glucose, malgré une translocation marquée à la 
membrane plasmique en réponse au glucose (Ganesan et al, 1992; Carpenter et al, 2004). 
Ensuite, l’isoforme  a été bien étudié pour sa fonction pro-apoptotique. En effet, la 
surexpression dans les îlots de la protéine ayant un site catalytique inactif (PKC -KD, 
kinase dead) les protège de l’apoptose induite par une exposition chronique aux acides gras 
(Carpenter et al, 2004). Cependant, la sécrétion d’insuline n’étant pas affectée par ces 
conditions (Carpenter et al, 2004) et la translocation à la membrane de PKC  n’étant pas 
induite par le glucose (Pinton et al, 2002; Warwar et al, 2006), il semble que PKC  n’est 
pas impliqué dans la régulation de la sécrétion d’insuline dans la cellule β. Par ailleurs, il a 
été démontré que l’isoforme PKC  n’est pas impliqué dans la régulation de la sécrétion 
d’insuline mais est important dans la réponse proliférative induite par les facteurs de 
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croissance tels le GLP-1, l’IGF-1 ou l’HGF (hepatocyte growth factor) (Buteau et al, 2001; 
Hennige et al, 2002; Vasavada et al, 2007). De plus, il module l’expression de différents 
facteurs de transcription, dont celle de PDX-1, suite à une stimulation au glucose (Biden et 
al, 2008).  
Enfin, de tous les isoformes exprimés dans la cellule β, seul PKC  est connu pour 
être impliqué dans la régulation de la sécrétion d’insuline induite par le glucose. Les 
travaux du laboratoire du Dr Biden depuis 2007 ont permis d’établir que cet isoforme est un 
modulateur négatif de la sécrétion d’insuline en réponse au glucose, dans un contexte 
d’exposition prolongée à un environnement riche en acide gras (Schmitz-Peiffer et al, 
2007). Plus précisément, l’invalidation ubiquitaire du gène PKC  chez la souris prévient la 
dysfonction sécrétrice de la cellule β suite à une diète riche en gras en favorisant le 
métabolisme des lipides par le cycle TG/FFA plutôt que leur oxydation. Ces résultats ont 
été confirmés dans un modèle animal de DT2, la souris db/db, où l’inhibition de PKC  par 
un peptide inhibiteur a permis de restaurer la sécrétion en réponse au glucose, qui est 
déficiente dans ce modèle (Schmitz-Peiffer et al, 2007). Des études subséquentes ont 
démontré que PKC  régule négativement la lipolyse, et que son absence augmente cette 
voie métabolique, permettant la génération accrue de molécules signalétiques lipidiques et 
favorisant la sécrétion d’insuline (Cantley et al, 2009). PKC  serait donc un régulateur 
négatif de la sécrétion d’insuline via son effet sur la lipolyse. Cependant, comme il 
nécessite une concentration élevée de DAG afin d’être activé, cet isoforme ne serait pas 
impliqué dans la régulation de la sécrétion en situation normale mais plutôt en situation de 
dyslipidémie. D’ailleurs, son inhibition dans les souris db/+ ne change par la sécrétion 
d’insuline en réponse au glucose (Schmitz-Peiffer et al, 2007). Ainsi, le développement 
d’une thérapie inhibitrice de PKC  est considéré depuis quelques années comme piste de 
traitement du DT2 mais ces efforts sont freinés par le manque de connaissance du 
mécanisme par lequel il régule la sécrétion et le métabolisme des acides gras. D’ailleurs, en 
ce qui a trait à la cellule β, la connaissance des cibles de PKC  est très limitée. Une 
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interaction entre PKC  et F-actine a été démontrée (Prekeris et al, 1996; Prekeris et al, 
1998) et aurait pour conséquence l’inhibition de la dépolymérisation des filaments d’actine, 
une étape importante dans la migration des granules d’insuline de réserve vers la membrane 
plasmique afin d’assurer la deuxième phase de sécrétion (Hernandez et al, 2001). La 
phosphorylation de F-actine par PKC  contribuerait donc à l’inhibition de la sécrétion 
d’insuline. Cependant, comme ces études ont été réalisées dans les neurones et les 
fibroblastes, ce phénomène reste à être démontré dans la cellule β pancréatique. 
 
4.3 AMPK, un senseur énergétique de la cellule 
La protéine AMPK est une Ser/Thr kinase exprimée de façon ubiquitaire. Elle est 
constituée d’un complexe hétéro-trimérique comprenant la sous-unité catalytique α et les 
deux sous-unités régulatrices  et γ. Plus précisément, la sous-unité α comprend le domaine 
Ser/Thr kinase, dont la phosphorylation de l’acide aminé Thr172 est synonyme d’activation 
de la protéine, en plus d’un domaine d’interaction avec les sous-unités β et γ. Ensuite, la 
sous-unité β comprend un domaine de liaison au glycogène important pour son activité 
dans le muscle, de même qu’un domaine d’interaction avec les sous-unités α et γ formant le 
cœur de la protéine. Enfin, la sous-unité γ contient le domaine de liaison aux nucléotides 
adénosines phosphates AMP et ATP. Deux molécules d’AMP ou d’ATP peuvent se lier au 
domaine γ de façon mutuellement exclusive, l’AMP se liant avec une affinité cinq fois 
supérieure à l’ATP (Hardie, 2007; Viollet et al, 2007). L’AMP est un activateur 
allostérique et l’ATP un inhibiteur allostérique d’AMPK (Hardie, 2011b). 
L’AMPK est une protéine clé dans le maintien de l’homéostasie énergétique de la 
cellule. Elle module l’adaptation au statut nutritionnel et environnemental de la cellule. En 
effet, l’AMPK est activée par une diminution du niveau énergétique de la cellule, se 
caractérisant par une augmentation du ratio AMP/ATP (Rutter et al, 2003). Ceci survient 
lors de stress métaboliques tels la diminution des concentrations de nutriments, l’exercice, 
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l’hypoxie ou le stress oxydant (Ruderman et Prentki, 2004). L’AMPK est aussi activée par 
certaines hormones dont l’adiponectine et la leptine (Viollet et al, 2007). L’activation 
d’AMPK se fait d’abord par la liaison de l’AMP, ce qui rend la protéine apte à être 
phosphorylé par les kinases LKB1 et CAMKKβ (calmodulin-dependant protein kinase 
kinase β) sur l’acide aminé Thr172 (Hardie et Carling, 1997). De plus, la liaison à l’AMP 
rend aussi la protéine moins susceptible à être déphosphorylée par les protéines 
phosphatase (Hardie, 2007).  
Jusqu’à maintenant, seulement deux kinases ont été décrites pour leur capacité à 
phosphoryler AMPK et plusieurs molécules thérapeutiques activatrices d’AMPK ont été 
développées.  Premièrement, la Ser/Thr kinase LKB1 a été décrite initialement comme un 
gène suppresseur de tumeur impliqué dans le syndrome Peutz-Jeghers, une forme de cancer 
de l’intestin (Hemminki et al, 1998; Miyaki et al, 2000). Elle a une localisation 
prédominante au noyau, mais suite à sa déacétylation par la protéine SIRT1, elle transloque 
vers le cytoplasme, se lie aux protéines MO25 et STRAD, et active par phosphorylation 13 
différentes protéines dont AMPK (Lan et al, 2008; Fu et al, 2009). Elle est l’activatrice 
principale d’AMPK quand les niveaux d’énergie de la cellule baissent (Ruderman et al, 
2010). Deuxièmement, la kinase CAMKKβ active AMPK suite  à une augmentation de la 
concentration intracellulaire de Ca
+2
 entre autres causée par les hormones (Hawley et al, 
2005). Son activation de l’AMPK jouerai un rôle important dans le cerveau, l’endothélium 
vasculaire et les lymphocytes B (Ruderman et al, 2010). Étant donné que l’influx de Ca+2 
cytoplasmique précède l’activation de procédés nécessitant de l’ATP comme la sécrétion, 
l’activation d’AMPK par CAMKKβ pourrait être un mécanisme d’anticipation pour 
subvenir à la demande en ATP à venir (Hardie, 2011a). Troisièmement, plusieurs 
analogues de l’AMP, drogues et nutraceutiques activent AMPK. Tout d’abord, l’AICAR 
(5-Aminoimidazole-4-carboxamide ribotide) est un analogue de l’AMP reconnu pour 
activer l’AMPK. La metformine, l’agent thérapeutique le plus prescrit aux patients 
souffrants de DT2, serait un inhibiteur du complexe I de la chaîne respiratoire 
mitochondriale, entraînant une diminution de la synthèse d’ATP, une augmentation de la 
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concentration d’AMP et ainsi, l’activation de l’AMPK. Une autre classe d’agents 
thérapeutiques, les thiazolidinediones (TZD) activeraient l’AMPK par le même mécanisme 
(Brunmair et al, 2004). Cependant, ce mode d’action reste à confirmer et ne serait pas la 
seule façon par laquelle ces drogues produisent leur effet hypoglycémiant. Enfin, l’AMPK 
est activé par des molécules présentes dans certains aliments, les nutraceutiques dont le 
resvératrol dans le vin rouge, l’épigallocatéchine dans le thé vert, et la capsaïcine dans le 
piment fort (Hardie, 2011b). 
L’AMPK joue le rôle de commutateur métabolique et énergétique dans la cellule. 
Son activation entraîne l’inhibition de processus anaboliques consommateurs d’ATP et 
augmente les processus cataboliques générateurs d’ATP. Premièrement, il limite la 
consommation d’ATP en diminuant la synthèse des acides gras par la phosphorylation 
inhibitrice de l’ACC1 (enzyme responsable de la production du malonyl-CoA, un 
précurseur des acides gras) et de GPAT (étape limitante de la synthèse des glycérolipides) 
(Carling et al, 1989; Hardie, 2007). De plus, l’AMPK inhibe la synthèse du cholestérol en 
phosphorylant l’enzyme limitante, l’hydroxyméthylglutaryl-Coenzyme A reductase 
(HMGCR) (Carling et al, 1989). De façon plus indirecte, l’AMPK diminue l’expression de 
gènes importants dans la synthèse des acides gras par l’inhibition du facteur de 
transcription sterol regulatory element-binding protein 1C (SREBP-1C) (Li et al, 2011). 
Ensuite, l’AMPK inhibe la synthèse protéique, une voie métabolique nécessitant de grandes 
quantités d’ATP, par la phosphorylation du facteur d’élongation eEF2 (Horman et al, 2002) 
ainsi que les protéines tuberous sclerosis protein 2 (TSC2) (Inoki et al, 2003) et Raptor 
(Gwinn et al, 2008), membres de la voie de signalisation de mTOR (mammalian target of 
rapamycin), importante pour la prolifération cellulaire.  
Deuxièmement, l’AMPK favorise la production d’ATP en activant des voies 
métaboliques telles l’oxydation des acides gras et la captation du glucose dans les muscles 
squelettiques. L’AMPK active l’oxydation des acides gras par la phosphorylation 
inhibitrice d’ACC2, causant une diminution de la production du malonyl-CoA et 
permettant l’entrée des acides gras dans la mitochondrie où leur oxydation génèrera de 
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l’ATP (Hardie et Carling, 1997). Il a aussi été démontré que l’AMPK accroit la captation 
du glucose par les muscles en augmentant l’activité, la translocation à la membrane et la 
transcription des transporteurs du glucose GLUT1 et GLUT4 (Kurth-Kraczek et al, 1999; 
Zheng et al, 2001). Enfin, l’AMPK contribue à la production d’ATP en augmentant la 
biogénèse de la mitochondrie principalement par l’activation du coactivateur 
transcriptionnel peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha 
(PGC-1α). Cette activation est à la fois directe, par phosphorylation, et indirecte, par 
l’activation de SIRT1, une déacétylase NAD+-dépendante qui active PGC-1α par 
déacétylation. L’activation de PGC-1α a pour conséquence la transcription de gènes 
impliqués dans l’oxydation des acides gras ou codant pour des protéines importantes de la 
matrice mitochondriale (Lin et al, 2005).  
Troisièmement, la régulation par SIRT1 est une voie par laquelle l’AMPK exerce 
son action. SIRT1 est activée entre autres par l’augmentation du NAD+ dans la cellule. 
Ainsi, l’activité de SIRT1, tout comme l’AMPK, est dépendante du statut énergétique, et 
tout comme AMPK, SIRT1 régule plusieurs voies métaboliques dont la lipolyse, 
l’oxydation des acides gras et l’activité mitochondriale (Feige et al, 2008).  SIRT1 enlève 
les groupements acétyl de plusieurs protéines, dont les histones et certains facteurs de 
transcription mais aussi d’autres protéines cytoplasmiques comme PGC-1α et LKB1 qui 
s’en trouvent activées (Feige et Auwerx, 2008). Le modèle signalétique actuel démontre 
que l’AMPK et SIRT1 réguleraient mutuellement l’activité de l’autre protéine (Ruderman 
et al, 2010). Ainsi, la diminution de la concentration d’ATP active l’AMPK, qui favorise 
les voies métaboliques productrices d’ATP. La concentration de NAD+ augmente alors, 
activant SIRT1, menant à la déacétylation de LKB1, à la phosphorylation et l’activation 
d’AMPK (Lan et al, 2008). De plus, l’activation de l’AMPK est associée à l’activation de 
l’enzyme Nampt impliquée dans la biosynthèse du NAD (Fulco et al, 2008). Ainsi, ce cycle 
d’activation donne lieu à la phosphorylation et la déacétylation de cibles communes telles 
PGC-1α et FOXO, contribuant entre autres à l’augmentation de l’oxydation des acides gras 
et la biogénèse de la mitochondrie (Ruderman et al, 2010).        
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Dans la cellule β pancréatique, l’AMPK est active à une concentration 
physiologique de glucose (environ 5,5 mM) mais est rapidement inhibée lorsque la 
concentration intracellulaire de glucose augmente (Leclerc et Rutter, 2004). De plus, à bas 
glucose, l’activation de l’AMPK cause la phosphorylation de l’ACC1 et ACC2, contribuant 
à une diminution des concentrations de malonyl-CoA et à l’oxydation des acides gras (da 
Silva Xavier et al, 2003). Cependant, l’implication de l’AMPK dans la régulation de la 
sécrétion d’insuline en réponse au glucose à des doses physiologiques est un sujet de vifs 
débats dans la littérature. Plusieurs études utilisant soit un inhibiteur pharmacologique de 
l’AMPK (AICAR) (da Silva Xavier et al, 2003), une invalidation génétique ubiquitaires ou 
spécifiques à la cellule β des sous-unités  α1 ou α2 d’AMPK (Sun et al, 2010a), ou la 
surexpression de formes constitutivement actives (AMPK-CA) ou dominantes-négatives 
d’AMPK (AMPK-DN) (da Silva Xavier et al, 2003), démontrent que l’activation d’AMPK 
corrèle avec une inhibition de la sécrétion d’insuline induite par le glucose. D’un autre côté, 
d’autre études utilisant des approches similaires (activation d’AMPK par AICAR (Wang et 
al, 2005; Gleason et al, 2007) ou invalidation d’AMPK ubiquitaire ou spécifique à la 
cellule β (Beall et al, 2010)) démontrent que l’activation de l’AMPK serait associée à une 
augmentation de la sécrétion d’insuline. Par ailleurs, deux études portant sur l’invalidation 
génétique de la kinase LKB1 démontrent une association entre la perte de l’activité kinase, 
l’inactivation d’AMPK et l’augmentation de la sécrétion d’insuline (Fu et al, 2009; Sun et 
al, 2010b). De plus, ces études démontrent que l’invalidation de LKB1 entraîne une 
augmentation de la masse des cellules β, mais il n’est pas certain que cet effet soit 
directement lié à l’activité d’AMPK, puisque LKB1 active 12 autres protéines. Cette 
confusion dans la literature vient probablement du fait que l’AMPK contrôle des centaines 
de gènes et protéines et que des changements de son expression à long terme ne peuvent 
mener à des effets spécifiques et concluants en ce qui a trait à la sécrétion de l’insuline. 
En résumé, nous proposons que la diminution des niveaux de malonyl-CoA par 
l‘AMPK prévient le métabolisme des acides gras par le cycle TG/FFA, et donc diminuerait 
la génération de molécules signalétiques lipidiques potentialisatrices de la sécrétion 
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d’insuline. De plus, l’activation de l’AMPK étant associée à une diminution de la lipolyse, 
entre autres causée par la phosphorylation inhibitrice de la lipase HSL (Daval et al, 2005; 
Wang et al, 2008), la génération de molécule lipidiques signalétiques est d’autant plus 
diminuée. Il serait donc attendu que l’activation d’AMPK contribue à l’inhibition de la 
sécrétion d’insuline. Cependant, les voies moléculaires impliquées dans cette régulation 
sont encore mal comprises et font l’objet de plusieurs études. 
   
  
Chapitre 5. Mise en contexte de la thèse 
 
5.1 Problématique générale  
Le DT2 est une maladie métabolique complexe causée par des facteurs génétiques 
mais aussi environnementaux, tels la sédentarité et le surpoids. Il est causé par la résistance 
des tissus cible à l’action de l’insuline en conjonction avec la dysfonction de la cellule β 
pancréatique. Cette dysfonction est d’ailleurs considérée comme l’élément déterminant 
dans le développement du DT2. Notre laboratoire s’intéresse à la sécrétion d’insuline par la 
cellule β et aux mécanismes qui la contrôle. La cellule β pancréatique du  pancréas est 
source principale d’insuline de l’organisme, et la sécrétion est induite principalement en 
réponse au glucose, mais aussi à d’autres nutriments, tels les acides gras. Le métabolisme 
du glucose entraîne la dépolarisation de la membrane plasmique causant un influx de 
calcium responsable de l’exocytose des granules d’insuline. Notre laboratoire a montré 
l’existence d’une voie d’amplification par laquelle, à glucose élevé et en présence d’acides 
gras, l’augmentation de la concentration d’un FCM, le malonyl-CoA, diminue l’oxydation 
des acides gras, ceux-ci étant redirigés vers des voies d’estérification, menant à la 
production de molécules signalétiques lipidiques importantes pour la sécrétion d’insuline.  
Alors que notre connaissance des systèmes de transduction métaboliques  
responsables de la stimulation de la sécrétion en réponse aux nutriments calorigéniques est 
assez avancée, la connaissance des procéssus de transduction métaboliques inhibiteurs de la 
sécrétion dans des contextes normaux ou pathologiques sont moins bien compris. Plusieurs 
mécanismes du corps humain ont pour fonction de limiter la sécrétion d’insuline et en voici 
quelques exemples. Tout d’abord, le pancréas est un organe innervé par le système nerveux 
sympathique (SNS) et parasympathique (SNP), et ses terminaisons nerveuses régulent la 
sécrétion des différentes hormones des îlots de Langerhans. La stimulation par le SNP est 
associée à une augmentation de la sécrétion d’insuline. Inversement, la stimulation par le 
SNS inhibe la sécrétion d’insuline, et survient rapidement à la suite d’un repas afin 
d’effectuer un ajustement rapide de la sécrétion et de prévenir l’hypoglycémie (Lee et al, 
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2010). Ensuite, l’hormone de stress, l’adrénaline, a une action hyperglycémiante et inhibe 
la sécrétion d’insuline. Enfin, la somatostatine, une hormone sécrétée par les cellules  de 
l’îlot en réponse au glucose, vient de façon paracrine inhiber la sécrétion d’insuline afin de 
prévenir une sécrétion trop abondante d’insuline ce qui pourrait entraîner une 
hypoglycémie (Hauge-Evans et al, 2009). Cependant, nous pensons qu’il existe à l’intérieur 
même de la cellule β des procéssus  métaboliques, comme par exemple lors du jeûne, qui 
préviennent une sécrétion d’insuline trop abondante. L’hypersécrétion pourrait donner lieu 
à des épisodes d’hypoglycémie et entraîner un manque de glucose au cerveau, de la 
confision et éventuellement des convulsions et le coma (CDA, 2008). Nous croyons qu’en 
plus de limiter l’amplitude de la sécrétion, certains mécanismes purement métaboliques 
peuvent, de façon similaire à l’action de la somatostatine, limiter la durée de la sécrétion. 
Ceci est d’autant plus important dans un contexte de pré-diabète où l’abondance de 
nutriments liée à l’obésité, entre autres les acides gras, donne lieu à une sur-stimulation de 
la cellule β. Les mécanismes de régulation négative de la sécrétion viendraient ainsi 
contrôler la sécrétion et permettraient d’éviter l’épuisement de la cellule β. Les travaux de 
cette thèse de doctorat ont donc porté sur l’identification de quelques-un de ces systèmes de 
transduction métaboliques de régulation négative de la sécrétion d’insuline dans la cellule β 
pancréatique, et ce en situation normale ou pathologique en lien avec le DT2. 
 
5.2 Hypothèses   
 SCHAD est une enzyme mitochondriale impliquée dans l’oxydation des acides gras à 
chaîne courte. Des mutations diminuant son activité  chez l’homme causent une 
hyperinsulinémie hypoglycémiante (Clayton et al, 2001; Eaton et al, 2003; Molven et al, 
2004). Nous proposons que SCHAD soit une enzyme qui régule de façon négative la 
sécrétion d’insuline en réponse aux nutriments calorigéniques (glucose, glutamine et 
leucine, acide gras),  et ceci par la modulation des concentrations d’acides gras ou leur 
dérivés tels les acyl-CoA ou acyl-carnitine dans la cellule β.  
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 Notre laboratoire a démontré que l’exposition chronique des cellules  aux acides gras 
saturés altère la sécrétion d’insuline induite par le glucose (SIIG) (Prentki et al, 2002; 
El-Assaad, 2010). De plus, ces études ont révélé que l’altération du flux à travers le 
cycle TG/FFA cause une diminution de la SIIG (Peyot et al, 2009). Nous proposons que 
l’exposition prolongée de souris à une diète riche en gras active certaines voies 
métaboliques et signalétiques assurant une régulation négative de la sécrétion d’insuline 
et contribue au développement du  DT2. 
 
5.3 Objectif général   
Identifier des voies métaboliques et signalétiques responsables de la régulation 
négative de la sécrétion d’insuline par la cellule β pancréatique, et ceci dans un contexte 
normal et pathologique.  
 
5.4 Objectifs spécifiques  
 Tout d’abord in vitro, élucider le mécanisme par lequel une protéine importante dans 
l’oxydation des acides gras, SCHAD (short-chain hydroxyacyl-CoA dehydrogenase), 
régule de façon négative la sécrétion d’insuline et déterminer quels facteurs de couplage 
métaboliques sont impliqués. 
 
 Ensuite, ex vivo, identifier des voies métaboliques et signalétiques importantes pour la 
régulation négative de la sécrétion d’insuline dans un modèle pathologique de DT2 
induit par la diète (DIO) où la SIIG est diminuée. 
 70 
 
5.5 Publications  
Les travaux effectués durant mon doctorat ont donné lieu à un premier article 
scientifique publié dans la revue Journal of Diabetes duquel je suis l’auteure principale et 
un second article publié dans la revue Diabetes duquel je suis la deuxième auteure. De plus, 
cette thèse contient un troisième manuscrit qui est la suite de la publication dans Diabetes, 
duquel je suis l’auteure principale. 
 
Pepin E, Guay C, Delghingaro-Augusto V, Joly E, Madiraju SR, Prentki M. Short-chain 3-
hydroxyacyl-CoA dehydrogenase is a negative regulator of insulin secretion in response to 
fuel and non-fuel stimuli in INS832/13 beta-cells. Journal of diabetes. 2010 Sep;2(3):157-
67. 
 
Peyot ML, Pepin E, Lamontagne J, Latour MG, Zarrouki B, Lussier R, Pineda M, Jetton 
TL, Madiraju SR, Joly E, Prentki M. Beta-cell failure in diet-induced obese mice stratified 
according to body weight gain: secretory dysfunction and altered islet lipid metabolism 
without steatosis or reduced beta-cell mass. Diabetes. 2010 Sep;59(9):2178-87. 
 
Pepin É, Peyot ML, Lamontagne J, Lussier R, Pineda M, Madiraju SMR, Joly E, Prentki 
M. Pancreatic ß-cell dysfunction in a stratified model of diet-induced obesity: study of the 
role of AMP-kinase, protein kinase C  and mitochondrial metabolism. Article en 
préparation pour soumission à la revue Diabetes, obesity and metabolism.    
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Chapitre 6. Résultats 
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Mise en contexte de l’article 1 
 
 La cellule β pancréatique sécrète l’insuline en réponse au métabolisme des 
nutriments tels le glucose ou les acides gras. Le métabolisme du glucose entraîne 
l’augmentation du ratio ATP/ADP, conduisant à la dépolarisation de la membrane 
plasmique, à l’élévation du Ca+2 cytoplasmique et à l’exocytose des granules d’insuline 
(Ashcroft et Rorsman, 1990). De plus, alors que l’élévation chronique du glucose et des 
acides gras est nuisible à la fonction de la cellule β, l’exposition de courte durée aux acides 
gras stimule la sécrétion d’insuline (Prentki et al, 2002; Leung et al, 2004). Une des 
molécules située au confluent du métabolisme du glucose et des acides gras est le malonyl-
CoA, généré en présence de concentrations élevées de glucose, qui inhibe l’oxydation des 
acyl-CoA à chaîne longue et stimule la synthèse de molécules lipidiques complexes 
stimulatrices de la sécrétion. Des études ont aussi démontré l’effet bénéfique des acyl-CoA 
à chaîne courte sur la SIIG (MacDonald et al, 2008).  
L’hyperinsulinémie est caractéristique d’une phase pré-diabétique chez un individu 
obèse afin de compenser l’insulinorésistance des tissus périphériques causée par 
l’augmentation des niveaux circulants d’acide gras. L’hyperinsulinémie peut aussi être 
causée par des mutations génétiques des enzymes glucokinase, GDH, et nouvellement de la 
short-chain hydroxyaycl-CoA dehydrogenase (SCHAD) (Eaton et al, 2003). SCHAD 
catalyse la troisième réaction de l’oxydation des acides gras à chaîne courte, et son 
expression est particulièrement élevée dans la cellule β pancréatique. La mutation 
génétique de cette enzyme cause chez le patient une hyperinsulinémie hypoglycémiante 
caractérisée par l’accumulation de deux types d’acide gras à chaîne courte, le L-3-
hydroxybutyryl-carnitine dans le sang, et le L-3-hydroxyglutarate dans l’urine. Alors que 
certains patients pré-diabétiques sont hyperinsulinémiques afin de compenser la résistance 
croissante à l’action de l’insuline, les patients dont l’hyperinsulinémie est due à une 
mutation de SCHAD ne sont pas résistants à l’insuline.  
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Au début du présent projet, aucune étude n’avait été publiée portant sur le 
mécanisme par lequel SCHAD régule la sécrétion d’insuline. Nous avons donc entrepris de 
comprendre ce mécanisme en reproduisant in vitro la perte d’activité de SCHAD, observée 
chez les patients. Nous avons donc diminué l’expression de SCHAD par siRNA et shRNA 
dans la lignée de cellule β pancréatiques INS832/13. Nous avons mesuré plusieurs 
paramètres influençant la sécrétion d’insuline, dont l’effet de la stimulation à des 
concentrations élevés de glucose, d’acides gras ou d’acides aminés, puis l’entrée de calcium 
dans la cellule suite à une stimulation au glucose. Nous avons ensuite mesuré l’effet de la 
diminution d’expression de SCHAD sur l’oxydation d’acide gras à chaîne longue ou 
moyenne. Afin de disséquer le mécanisme d’action de SCHAD, nous avons mesuré la 
sécrétion d’insuline des cellules SCHAD déficientes en présence de carnitine, une molécule 
assurant le transport des acides gras entre la mitochondrie et le cytoplasme, ainsi qu’en 
utilisant un inhibiteur général des TA, l’aminooxyacétate. 
 Au cours de mon projet, deux publications portant sur cette même question ont été 
publiées. La première étude démontre que la diminution d’activité de l’enzyme induite par 
siRNA dans la lignée cellulaire INS832/13 et dans les îlots pancréatiques de souris cause 
une augmentation de la sécrétion basale, sans modification de la SIIG (Hardy et al, 2007). 
La deuxième étude, utilisant la même lignée cellulaire et des îlots pancréatiques de rats, 
montre une augmentation de la SIIG induite par l’absence de SCHAD sans que l’oxydation 
du glucose ou des acides gras ne soit altérée (Martens et al, 2007). La confrontation de ces 
résultats avec ceux obtenus dans notre laboratoire sera abordée dans la discussion.  
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Short-chain 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase is a negative regulator of 
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Abstract 
Background: Hyperinsulinemia associated with non-ketotic hypoglycemia is observed in 
patients with mutated -oxidation enzyme short-chain 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase 
(HADHSC). We investigated the mechanism underlying HADHSC-mediated regulation of 
insulin secretion.  Methods: Knockdown of HADHSC expression by RNAi in INS832/13 
-cells was performed using shRNA and siRNA.  Results: HADHSC-knockdown 
increased both fuel- (glucose or leucine plus glutamine) and non-fuel- (high KCl) induced 
secretion.  The enhancement of glucose stimulated insulin secretion (GSIS) by HADHSC- 
knockdown was independent of changes in cytosolic Ca
2+
 and also occurred in the presence 
of fatty acids. L-carnitine, which is used for the formation of acyl-carnitine compounds, 
increased GSIS in control cells, whereas it was unable to further increase the augmented 
GSIS in HADHSC knockdown cells. The pan transaminase inhibitor aminooxyacetate 
reversed HADHSC knockdown-mediated increase in GSIS. [1-
14
C]-palmitate or -octanoate 
oxidations were not reduced in HADHSC knockdown cells. L-3-hydroxybutyryl-carnitine 
(tested using its precursor L-3-hydroxybutyrate) and L-3-hydroxyglutarate that accumulates 
in the blood and urine, respectively, of HADHSC deficient patients did not change insulin 
secretion.  Conclusion: 1) HADHSC is a negative regulator of insulin secretion promoted 
by both fuel and non fuel stimuli; 2) enhanced secretion upon HADHSC knockdown is not 
a consequence of fatty acid oxidation inhibition causing the accumulation of long-chain 
fatty acids or their CoA derivatives; 3) L-3-hydroxybutyrate and L-3-hydroxyglutarate do 
not mediate enhanced secretion caused by reduced HADHSC activity; 4) transamination 
reaction(s) and the formation of short chain acylcarnitines and -CoAs may be implicated in 
the mechanism whereby HADHSC deficiency results in enhanced insulin secretion and 
hyperinsulinemia. 
 
Key words: Hyperinsulinemia, insulin secretion, pancreatic -cell, short-chain 3-
hydroxyacyl-CoA dehydrogenase, short chain acyl-CoA, transamination.
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Introduction 
Insulin secretion by the pancreatic -cells involves fuel metabolism mediated signal 
transduction systems.  Even though the precise nature of these signals is not well defined, 
they include a rise in cytosolic ATP/ADP, which closes KATP channels leading to -cell 
depolarization with eventual rise in cytosolic Ca
2+ 
promoting secretion
1, 2
.  However, 
glucose stimulated insulin secretion (GSIS) occurs under conditions where KATP channel 
are by-passed, provided that Ca
2+
 is elevated
3, 4
. The nature of these “KATP-independent” 
amplification pathways implicated in fuel signaling is uncertain, but likely involves 
anaplerotic reactions that supply Krebs cycle intermediates
1
.  Anaplerosis causes an 
elevation in citrate, a key metabolite implicated in pyruvate cycling processes, in particular 
the pyruvate/citrate shuttle
5, 6
 which contributes to the production of cytosolic malonyl-CoA 
and NADPH, two candidate metabolic coupling factors
7
. GSIS is associated with 
alterations in the acyl-CoA profile of -cells, with one of the earliest change occurring in 
malonyl-CoA
8-11
.  The malonyl-CoA/carnitine palmitoyltransferase-I metabolic signaling 
network is thought to play an important role in -cell fuel signaling via accumulation of 
various lipid molecules such as fatty acyl-CoA and diacylglycerol
8-11
. Biochemical 
evidence also indicated that various short-chain acyl-CoA compounds play a role in 
GSIS
12
.  
Although chronically elevated free fatty acids (FFA) along with high glucose are 
detrimental to -cell function
13-15
, short-term supply of FFA to -cells is essential for 
proper GSIS
16
. Association of excess adiposity with elevated circulating FFA accompanied 
by insulin resistance and compensating hyperinsulinemia has been well documented.  Also, 
non-ketotic and hypoglycaemic hyperinulinemia has been described in patients with genetic 
deficiencies of short-chain 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase (HADHSC)
17-19
, subunits of 
the KATP-channel
20
 or gain-of-function mutations in glucokinase or glutamate 
dehydrogenase
20
.  In addition, a functional deficiency of Foxa2, which controls the 
expression of HADHSC, the sulfonylurea receptor SUR1 and the K
+
 channel KIR6.2, 
causes persistent hyperinsulinemia
21
. 
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HADHSC catalyzes the penultimate reaction in the mitochondrial -oxidation, i.e. the 
NAD
+
-dependent oxidation of short-chain 3-hydroxyacyl-CoA to the corresponding 3-
oxoacyl-CoA
22
.  HADHSC is expressed in most tissues, and its activity is particularly high 
in -cells
23, 24
.  Genetic deficiency of HADHSC is associated with elevated (4-10 fold 
higher) plasma insulin levels, enhanced excretion of L-3-hydroxyglutarate in the urine and 
increased L-3-hydroxybutyrylcarnitine in the blood
17-19
.  Recent studies revealed that 
RNAi-suppression of HADHSC expression in insulinoma cells and mouse islets leads to 
elevated basal insulin secretion without altered GSIS in a KATP channel independent 
manner
25
.  In INS832/13 cells and isolated rat -cells, RNAi-knockdown of HADHSC 
expression caused elevated insulin secretion both at low and high glucose, and this was not 
associated with altered glucose or FFA oxidation
24
.  Even though the exact mechanism of 
increased insulin secretion in the absence of HADHSC is not clear, it was proposed that 
HADHSC plays a role in the control of the -cell redox state that regulates insulin 
secretion
24
. 
In the present paper we demonstrate that knockdown of HADHSC in INS832/13 -cells 
enhances insulin secretion stimulated by fuels (glucose, leucine plus glutamine) and non-
fuel stimulus (elevated KCl). HADHSC knockdown mediated increase in GSIS is not 
associated with enhanced Ca
2+
 influx or altered ATP levels. We provide evidence for the 
involvement of transaminase and carnitine-dependent steps in HADHSC deficiency 
mediated elevation in insulin secretion. 
 
Methods 
 
Materials 
Cell culture supplies were from Corning (Corning, NY) and Fisherbrand (Nepean, ON, 
Canada).  Palmitate sodium salt was obtained from Nu-Check Prep (Elysian, MN).  
HADHSC polyclonal antibody was purchased from GenWay (San Diego, CA).  Amaxa 
nucleofactor kit was from Lonza Cologne AG (Cologne, Germany).  pSilencer
TM
-U6 2.0 
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cloning vector was from Ambion® (Austin, Tx).  siRNA (Trifecta kit) were designed and 
synthesized by Integrated DNA Technologies, Inc (IA, USA).  All chemicals were from 
Sigma-Aldrich (St-Louis, MO) unless specified.  Protein assay was done using the BCA kit 
(Pierce). 
Cell culture 
INS832/13 cells
26
 (passages 52-63) were cultured as described
6
.  Cells were seeded in 75 
cm
2
 flasks at a density of 4x10
6
 cells/flask 2 days prior to transfection and were used at 60-
70% confluence.  Non-transfected cells were plated in 12-well plates at a density of 2 x10
5
 
cells/well 3 days prior to experiment for insulin secretion. 
Short-hairpin RNA (shRNA) and small-interfering RNA (siRNA) gene silencing 
shRNA directed against HADHSC (GenBank
TM
 accession number NM_057186) were 
designed as described elseswhere
6
. Out of four designed shRNA-HADHSC constructs, the 
one with the most efficient HADHSC protein knockdown was chosen for subsequent 
experiments.  An empty vector and a scrambled construct were used as controls.  The sense 
strand for the selected HADHSC shRNA was 5’-GATCCGCACC 
GATGACCAGCCAGAATTCAAGAGATTCTGGCTGGTCATCGGTGTTTTTTGGAAA
-3’ and 5’-GATCCGTCTGAACCGTTCGGCAGATTCAAGAGATCTGCCGAACGGT-
CAGACTTTTTTGGAAA-3’ for the scrambled control.  A combination of two siRNA 
(cat. # RNC.RNAI.N057186.3.3 and RNC.RNAI.N057186.3.1) was used for maximal 
knockdown of HADHSC protein.  A combination of two scrambled (Scr) siRNA was used 
as control.  Scr control 1 and 2 sense strands were 5’-Phos-
rArUrGrCrArArGrUrGrGrArAr-GrCrGrArGrArCrCrArCrCAC-3’ and 5’-Phos-
rArUrGrUrGrUrGrArArCrUrGrArArCrUrUrCrGrArUr-CrUrU-3’, respectively.    
Cell transfection 
shRNA or siRNA were introduced into INS832/13 cells with Amaxa Nucleofactor using 
solution V.  A ratio of 5 g nucleic acid (siRNA 480 nM or shRNA 0.5 g + 4.5 g carrier 
plasmid DNA pBluescript) for 6x10
6
 cells was used.  Transfected cells were plated at a 
density of 3.5 x 10
5
 cells/well in 12-well plates for insulin secretion and at 2 x 10
6
 cells/T25 
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flasks for fatty acid oxidation.  Experiments were performed 72 h post-transfection, where 
HADHSC knockdown was found to be maximal.   
Insulin secretion 
siRNA- or shRNA-transfected cells were starved for 2 h in RPMI complete medium at 1 
mM glucose and preincubated for 1 h in Krebs-Ringer bicarbonate buffer containing 10 
mM HEPES (KRBH, pH 7.4), 0.5% BSA and 1 mM glucose.  Cells were then incubated 
for 1 h in KRBH containing 0.5% BSA and fuel secretagogues (1, 5, or 11 mM glucose, in 
the absence or presence of 0.3 mM BSA-coupled palmitate, or a mixture of 5 mM L-
leucine plus 5 mM L-glutamine) or 1 mM glucose + 35 mM KCl.  Where indicated, 
siRNA-transfected INS832/13 cells were incubated as mentioned above with 1 mM L-
carnitine or 2 mM aminooxyacetate.  The effect of cell-permeant L-3-hydroxybutyrate and 
L-3-hydroxyglutarate (methyl-esters) was examined in non-transfected INS832/13 cells.  At 
the end of the 1h incubation the media were collected to measure insulin release.  Cells 
were harvested with acid-ethanol to measure total insulin content (TIC), urea lysis buffer 
for protein content or SDS/Triton lysis buffer for western blotting as previously described
6
.  
Insulin release and TIC were measured by radioimmunoassay (RIA) (Linco Research, St. 
Charles, MO) using a human insulin standard (Sigma-Aldrich).   
Immunoblot analysis 
Proteins solubilized with SDS/Triton lysis buffer (15 g) were resolved on a 10% 
acrylamide gel and transferred to a nitrocellulose membrane (Whatman, Hahnestrabe, 
Dassel, Germany).  Blots were probed using polyclonal chicken-anti-HADHSC and rabbit-
anti-tubulin antibodies (Abcam inc., Cambridge, MA, USA) according to supplier’s 
protocol. Horseradish peroxidase-conjugated rabbit-anti-chicken IgG (GenWay, San Diego, 
CA) and horseradish peroxidase-conjugated goat-anti-rabbit IgG (Biorad, Hercules, CA) 
were used as secondary antibodies. HADHSC and tubulin protein bands were visualized 
using SuperSignal West Pico chemiluminescence kit (Pierce).   
Fatty acid oxidation 
siRNA-transfected INS832/13 cells, starved and preincubated as described for insulin 
secretion, were incubated for 1h in KRBH, 0.3 mM [1-
14
C]-palmitate or [1-
14
C]-octanoate 
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(both at 0.1 Ci/mL), 0.5% defatted BSA, 1 mM L-carnitine, at 1, 5, or 11 mM glucose. 
Measurement of -oxidation was done as described elsewhere
27
.   
Real time quantitative PCR analysis 
Total mRNA extraction and cDNA synthesis from Zucker Lean (ZL) and Zucker Fatty (ZF) 
rat islets were performed as previously described
28
.  Primers for rat HADHSC and 
cyclophilin were: HADHSC forward: 5’-AAGAGAGCCTTAAGAGAATGG-3’; 
HADHSC reverse: 5’-AGCTCATTCTTCAACTTCAGG-3’; cyclophilin forward: 5’-
CTTGCTGCAGACATGGTCAAC-3’; cyclophilin reverse: 5’-
GCCATTATGGCGTGTGAAGTC-3’.  Real time quantitative PCR were performed on 
Rotor-Gene RG-3000 (Corbett Research, Mortlake, Autralia) using Quantitech Sybrgreen 
(Quiagen, CA).  
ATP measurements 
siRNA-transfected INS832/13 cells were starved and preincubated as described for insulin 
secretion.  ATP measurement was done using the ATPlike kit (PerkinElmer, Boston, MA) 
following a 10 min incubation in KRBH, 0.5% BSA and 1, 5 or 11 mM glucose.   
Cytosolic Ca
2+
 measurement  
Ca
2+
 was measured using a similar procedure as previously described
29
.  Briefly, siRNA-
transfected INS832/13 cells were plated at a density of 1x10
6
 cells per 42 mm coverslip and 
incubated at 37 
o
C for 72h in complete medium at 11 mM glucose.  Cells were starved in 
RPMI complete medium at 1 mM glucose for 2h and loaded in KRBH containing 1mM 
glucose, 1% BSA (defatted), 2.5 mM probenicid, 0.2 mM sulfinpyrazone and 6 M Fluo-
4AM + pluronic F-127 (1:1) (Invitrogen, CA, USA)  for 75 min at 37 
o
C.  Coverslips were 
then mounted in a closed perifusion chamber (H. Saur, Germany) and cells perifused with 
KRBH containing 1% BSA, 2.5 mM probenicid, 0.2 mM sulfinpyrazone and 1 mM glucose 
or 11 mM glucose or 1mM glucose + 35 mM KCl using a syringe pump (New Era pump 
system).  The microscope, perifusion chamber and solutions were maintained at 37
o
C.  
Cells were incubated for 180s at 1 mM glucose and one image was recorded for baseline 
determination.  Images were then recorded every second for a period of 10 min in presence 
of 11 mM glucose, and for a period of 2 min in presence of KCl using a Leica TCS SP5 
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inverted confocal microscope.  For each transfection condition, 130 cells were randomly 
chosen for fluorescence measurement. Incubation with 11mM glucose was started at time 
20s, but the analyses were started at 150s to exclude baseline fluctuations (caused by the 
autofocus stabilization device of the microscope scanner and false-positive fluorescence 
due to osmolarity changes in the perifusion chamber).  
Statistical analysis 
Data are expressed as means ± SEM.  Statistical significance was calculated with the 
unpaired two-tailed Student’s t test or two-way ANOVA with appropriate post-hoc test. 
Statistical analyses were performed using InStat program (GraphPad Software, San Diego, 
CA). 
 
Results 
 
RNAi-mediated knockdown of HADHSC increases fuel and non-fuel induced insulin 
secretion.  
We transfected INS832/13 -cells with either HADHSC shRNA or siRNA to knockdown 
this enzyme. Compared to the mock- and scrambled-transfected cells (Scr-Control), 
HADHSC-directed shRNA or siRNA (shRNA-HADHSC or siRNA-HADHSC) transfected 
cells showed 80% reduction of HADHSC protein expression (Fig. 1A).  Insulin secretion in 
response to glucose and KCl were performed using both mock transfection (vector only) 
and scrambled RNA as controls. As both controls showed similar GSIS, only scrambled 
control is shown.   
In the absence of FFA, HADHSC knockdown either by shRNA or by siRNA led to an 
increase in insulin secretion, stimulated by glucose or by KCl (Fig. 1B, C). The siRNA 
were relatively more efficient in decreasing HADHSC protein levels and in increasing 
insulin secretion at 5 and 11 mM glucose and at 1 mM glucose + 35 mM KCl (Fig. 1C). 
Palmitate augmented GSIS and had no effect on  the enhancement of insulin secretion by 
HADHSC knockdown (Fig. 1B, C). The increased GSIS is in accordance with that reported 
earlier
24
. The data show in addition, that HADHSC knockdown also enhances secretion 
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promoted by a non-fuel stimulus (KCl) and that the elevated GSIS is observed both in the 
absence and presence of exogenous FFA, without any change in insulin content (Fig. 1E)   
It has been suggested that the elevated urinary 3-hydroxyglutarate observed in 
hyperinsulinemic patients with HADHSC deficiency could originate from amino acid 
metabolism
19
. We tested whether HADHSC downregulation alters secretion stimulated by 
leucine plus glutamine.  HADHSC siRNA-transfected cells showed a 2-fold amplification 
of insulin secretion in response to leucine plus glutamine (Fig. 1D).  
Intracellular Ca
2 
and ATP are unchanged by HADHSC downregulation. 
Since Ca
2+
 influx
30
 is essential for GIIS, we examined whether HADHSC knockdown alters 
cytoplasmic Ca
2+ 
( Ca
2+
i). There was no difference in the increase in Ca
2+
i between the 
scr control and the HADHSC-siRNA transfected cells following elevated glucose or KCl 
stimulation (Fig. 2). Total cellular ATP content in HADHSC-deficient cells at 1, 5 and 11 
mM glucose (1.03  0.13; 1.13  0.14 & 1.15  0.15, respectively) was similar to that of 
the control scr-siRNA cells (0.93  0.12; 1.09  0.13 & 1.04  0.13 at 1, 5 & 11 mM 
glucose, respectively). 
Lack of effect of L-3-hydroxybutyrate and L-3-hydroxyglutarate on insulin secretion. 
One of the clinical manifestations in patients bearing a loss of function HADHSC mutation 
is the accumulation of short-chain fatty acid derivatives, L-3-hydroxybutyryl-carnitine in 
the blood and L-3-hydroxyglutarate in the urine
17, 19, 31
. We investigated the possibility that 
these metabolites may contribute to the increased insulin secretion seen in the absence of 
HADHSC.  When INS832/13 cells were incubated with the cell-permeant methyl esters of 
either L-3-hydroxybutyrate or L-3-hydroxyglutarate in the absence or presence of 
palmitate, in concentrations reflecting the accumulation of the metabolites in the blood of 
some patients
17
, no potentiation of GSIS was discernable (Fig. 3A, B).   
Effect of HADHSC deficiency on fatty acid -oxidation. 
In accordance with previous work
24
, we observed no alteration in 1-
14
C -palmitic acid 
oxidation due to HADHSC knockdown (Fig. 4A).  However, considering that HADHSC is 
specific for short to medium-chain hydroxyacyl-CoAs and that palmitate used in these 
experiments was labelled only at the first carbon, only the first of eight rounds of -
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oxidation was measured, which may not reflect a defect in HADHSC activity.  Therefore, 
we examined the effect of HADHSC knockdown on the -oxidation of 1-
14
C -octanoic 
acid. Unlike the -oxidation of palmitic acid, octanoic acid oxidation is not inhibited by 
high concentrations of glucose. Thus, octanoic acid entry in to mitochondria is not 
controlled by glucose-derived malonyl-CoA that inhibits carnitine palmitoyltransferase-1, 
the limiting enzyme in the -oxidation of long chain FA.  Surprisingly, -oxidation of 
octanoic acid, measured as 
14
CO2 production, showed a tendency to increase in cells with 
HADHSC knockdown, though statistically significant difference was seen only at 5 mM 
glucose (Fig. 4B). The oxidation of other 1-
14
C -labeled medium chain FA was not tested 
due to their unavailability. 
Transaminase activity is required for the amplified GSIS induced by HADHSC 
knockdown. 
Short-chain acyl-CoA esters were shown to inhibit the activity of -ketoglutarate 
dehydrogenase ( -KGDH) in the brain
32, 33
.  It can be hypothesized that knockdown of 
HADHSC activity could lead to the accumulation of short-chain acyl-CoAs, with the 
resultant inhibition of -KGDH and efflux of -KG from mitochondria, used in 
transamination reactions (see also Fig 8).  
To test the involvement of this pathway, we examined the effect of aminooxyacetate, a 
general transaminase inhibitor.  At all glucose concentrations, aminooxyacetate had no 
significant effect on insulin secretion in control cells, whereas, HADHSC-knockdown-
induced elevation in GSIS was suppressed by the drug (Fig. 5).  
Effect of L-carnitine on GSIS in HADHSC deficient cells. 
Since L-3-hydroxybutyrylcarnitine accumulates in the blood of HADHSC deficient 
patients
17, 19, 31
, and also as it was noticed that short-chain acyl-CoAs accumulate in cells 
with HADHSC-knockdown
24
, we tested the possibility that acylcarnitine formation is 
important for the elevated GSIS in HADHSC-knockdown cells. L-carnitine increased GSIS 
in control cells, to the extent seen in cells with HADHSC-knockdown; however, there was 
no further increase in GSIS by carnitine in cells with HADHSC-knockdown (Fig. 6).  
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HADHSC expression in hyperinsulinemic Zucker Fatty rat islets.  
The Zucker Fatty (ZF) rat is a model of obese normoglycemic hyperinsulinemia, caused by 
mutation in the leptin receptor
34
 . We examined the possibility that altered HADHSC levels 
in islets of ZF rats may contribute to their hyperinsulinemia. Islets from ZF rats showed a 
40% reduction in HADHSC mRNA levels in comparison to Zucker Lean controls (Fig. 7).  
 
Discussion 
 
The results show that elevated insulin secretion with HADHSC knockdown is not 
dependent on added FFA (as a substrate for -oxidation or the synthesis of complex lipids), 
and occurs in response to either glucose or leucine plus glutamine. This suggests a role for 
this enzyme in the metabolism and signaling of other fuels besides fatty acids. Thus, 
significant quantities of acetoacetyl-CoA which can be generated in mitochondria of -cells 
during amino acid and glucose metabolism
8, 12, 35, 36
, can become a substrate for HADHSC 
(see Fig 8). Indeed, since the HADHSC reaction is reversible and because this enzyme is 
highly expressed in the -cell versus other -oxidation enzymes
23, 24
, the possibility should 
be considered that upon glucose or leucine plus glutamine stimulation, the flux through 
HADHSC is in the direction of acetoacetyl-CoA to -hydroxy-butyryl-CoA, and not the 
reverse related to fat oxidation. Thus, glucose or leucine plus glutamine stimulation might 
lead in the absence of HADHSC to enhanced production of acetoacetyl-CoA which has 
been proposed to be the precursor of short chain acyl-CoA compounds promoting insulin 
secretion
12, 37
. Interestingly, KCl-stimulated insulin secretion was also enhanced by 
HADHSC knockdown. These results collectively indicate that HADHSC controls the 
intramitochondrial generation of a metabolite, the levels of which increases when 
HADHSC activity is suppressed, resulting in augmented insulin secretion by all type of 
stimuli (fuel and non-fuel). The possibility of elevated Ca
2+
 influx in HADHSC deficient 
cells as a contributing factor for the observed increase in GSIS is eliminated inasmuch as 
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there are no differences in the amplitude of ( Ca
2+
i)  between Scr-siRNA and HADHSC-
siRNA cells. The role for Ca
2+
 influx is also ruled-out by the results showing increased 
KCl-stimulated insulin secretion following HDASC knockdown, where Ca
2+
 influx is not 
limiting. Similarly, changes in cellular ATP levels are also not responsible for the elevated 
GSIS due to HADHSC knockdown.  
Clinical studies in HADHSC deficient patients revealed an increase in the blood levels of 
L-3-hydroxybutyrylcarnitine and urinary levels of L-3-hydroxyglutarate
17, 19, 31
. What is the 
origin of these metabolites? It has been suggested that the L-enantiomer of 3-
hydroxyglutarate arises from amino acid metabolism
19
. The origin of these L-enantiomers 
and whether their accumulation is related to a possible role of HADHSC in glucose or 
amino acid metabolism remains to be investigated. The accumulation of L-3-
hydroxybutyrylcarnitine is in accordance with the possibility that much of the flux through 
HADHSC, at least at low FFA levels, occurs in the direction of hydroxyacyl-CoA 
formation and not dehydrogenation. Nonetheless, our results suggest that neither L-3-
hydroxybutyrylcarnitine (formed intra-cellularly from L-3-hydroxybutyrate) nor L-3-
hydroxyglutarate act as the metabolite(s) mediating accelerated insulin secretion upon 
HADHSC knockdown since both of them did not alter GSIS. 
Besides these metabolites, lack of HADHSC might also result in mitochondrial 
accumulation of short-chain hydroxyacyl-CoAs which could inhibit KGDH
33
 (Fig 8). 
Inhibition of KGDH should lead to a build-up and efflux of -KG from mitochondria into 
cytosol, where it is transaminated to glutamate, which may re-enter mitochondria, to be 
oxidized by GDH to -KG. The possible inhibition of KGDH upon HADHSC knockdown 
may also result in reduced GTP formation causing GDH activation.  It is well documented 
that activating mutations of GDH result in hyperinsulinemia
38
. Because of this and 
inasmuch as leucine plus glutamine-stimulated insulin secretion is also enhanced upon 
HADHSC knockdown, we examined the possible involvement of a transamination step in 
mediating the HADHSC effect on insulin secretion. Our results demonstrate that a global 
transaminase inhibitor, aminooxyacetate, brought the HADHSC-knockdown-induced 
elevated GSIS back to control levels, strongly supporting the view that a transaminase 
 87 
 
reaction is critical in mediating the HADHSC-knockdown effect. Recent findings by Filling 
et al showing a physical interaction between HADHSC and GDH are consistent with this 
hypothesis
39
.  
Further investigation to identify the putative metabolic signal in HADHSC knockdown 
showed that although HADHSC takes part in -oxidation, its knockdown in INS832/13 
cells either has no effect on [1-
14
C]-palmitate oxidation or even slightly enhanced the 
oxidation of [1-
14
C]-octanoate. These seemingly surprising observations in fact can be 
explained by the preference of HADHSC for short- and medium-chain L-3-hydroxyacyl-
CoA esters as substrates. Thus, during the oxidation of [1-
14
C]-palmitate, the first round of 
-oxidation itself, which is not dependent on the activity of HADHSC, releases [
14
C]-
acetyl-CoA, which is either fully oxidized to 
14
CO2 or transformed to [
14
C]-labelled acid-
soluble products, via the Krebs cycle. Because of the labelling at the first position only, 
there were no noticeable differences between control and HADHSC-knockdown cells in 
FFA oxidation. During [1-
14
C]-octanoate oxidation, the [1-
14
C]-3-hydroxyoctanoyl-CoA 
formed at the third step in the -oxidation spiral is a substrate for both HADHSC and also 
long-chain 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase, both eventually leading to hexanoyl-CoA 
formation. However, in the absence of active HADHSC, 3-hydroxyhexanoyl-CoA cannot 
be oxidized and probably leaves mitochondria as a carnitine ester, without re-entering -
oxidation spiral. Due to this the rate of [1-
14
C]-octanoate molecules that go through the first 
round of -oxidation is slightly increased at least at intermediate glucose concentration (due 
to lack of competition between the unlabeled hexanoyl-CoA formed from [1-
14
C]-octanoate 
and the [1-
14
C]-octanoyl-CoA). Nonetheless, the fact that [1-
14
C]-palmitate or -octanoate 
oxidation was not reduced in HADHSC knockdown cells and that the effect on GSIS 
occurred also in the presence of exogenous FFA suggest that reduced HADHSC activity 
did not cause a buildup of long chain acyl-CoA or FFA in the -cell leading to enhanced 
secretion. 
L-carnitine stimulated GSIS, even in the absence of added FFA in control cells. However, 
carnitine could not further stimulate the elevated GSIS seen in INS832/13 cells with 
HADHSC-knockdown. These results suggest that (a), carnitine promotes the formation and 
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efflux of an acylcarnitine derivative from mitochondria into cytosol, where it stimulates 
insulin exocytosis, and that (b) this pathway is already activated in HADHSC-deficient 
INS832/13 cells and thus carnitine cannot further enhance insulin exocytosis in these cells. 
Thus, a short-chain acyl-CoA metabolite that accumulates and leaves mitochondria as a 
carnitine ester, might cause enhanced insulin secretion in HADHSC knockdown cells (Fig. 
8).  
Our investigation into the relevance of HADHSC activity/expression in the 
hyperinsulinemia associated with insulin resistance in the ZF rat model, revealed lowered 
mRNA levels of this enzyme in the pancreatic islets as compared to the ZL rat islets. This 
observation is compatible with the possible regulation of the activity/expression of 
HADHSC being important for enhancing insulin secretion in order to compensate for 
insulin resistance.   
In conclusion, the results are compatible with the view that HADHSC activity is relevant 
not only for FA metabolism but also for glucose and amino acid metabolism in 
mitochondria.  Also, the augmented insulin secretion seen in -cells lacking active 
HADHSC is possibly due to the production of a metabolite in mitochondria (e.g., an 
acylcarnitine) and also activation of GDH.  The results also suggest that in the -cell: 1) 
HADHSC is a negative regulator of insulin secretion promoted by both fuel and non fuel 
stimuli; 2) enhanced secretion upon HADHSC knockdown is not a consequence of ß-
oxidation inhibition causing the accumulation of long chain FA or their CoA derivatives; 3) 
L-3-hydroxybutyrate and L-3-hydroxyglutarate do not mediate enhanced secretion caused 
by reduced HADHSC activity; 4) transamination reaction(s) and the formation of short 
chain acyl-carnitine and -CoA compounds are implicated in the mechanism whereby 
HADHSC deficiency results in enhanced insulin secretion and hyperinsulinemia. 
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Figure legends 
Figure 1  RNAi-mediated knockdown of HADHSC increases insulin secretion.  INS832/13 
cells were transfected with scrambled control, shRNA or siRNA HADHSC, or mock 
control by electroporation and cells were cultured for 72h prior to the experiment.  A) 
Representative immunoblot of HADHSC knockdown by shRNA and siRNA 72h post-
transfection.  B, C) Glucose- and KCl-induced insulin secretion. Insulin secretion was 
measured in shRNA (B) and siRNA (C) transfected cells incubated at 1, 5, or 11 mM 
glucose (G), or 1 mM glucose + 35 mM KCl, in absence or presence of 0.3 mM exogenous 
palmitate (FFA).  D) Amino acid-induced insulin secretion.  Insulin secretion was 
measured in transfected cells incubated at 1 mM glucose or 1 mM glucose + 5 mM L-
leucine + 5 mM L-glutamine (Leu/Gln).  E) Total insulin content of transfected cells.  The 
insulin levels were normalized by protein content.  Means ± SEM of three (shRNA) to four 
(siRNA) experiments done each with quadruplicate cell wells.  Two-tailed unpaired 
Student t-test analysis: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, versus scrambled control, 
under the same glucose concentration. 
 
Figure 2 Cytosolic calcium is unchanged upon glucose and KCl stimulation in HADHSC 
deficient cells.  Cytoplasmic free calcium was measured by confocal microscopy using the 
dye Fluo-4 AM.  A)  Sum of fluorescence intensities of 130 cells as a function of time for 
Scr Control- or siRNA HADHSC-transfected cells normalized by baseline fluorescence at 1 
mM glucose upon treatment with 11 mM glucose (left) or 1 mM glucose + 35 mM KCl 
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(right).  B) Area under the curve (AUC) of glucose- (for the interval 200 to 600 s) and KCl-
treated (between 40 and 120 s) Scr Control- or siRNA HADHSC- transfected cells.  
Fluorescence level is expressed in arbitrary units.  Data represent means  SEM of 3 
independant experiments in which 130 randomly chosen cells were analysed in each 
experiment for each transfection condition. 
 
Figure 3 Lack of effect of L-3-hydroxybutyrate and L-3-hydroxyglutarate on GSIS.  
Insulin release was measured in INS832/13 cells, incubated at 1, 5 or 11 mM glucose (G), 
or 1 mM glucose + 35 mM KCl, in absence or presence of 1 mM dimethyl-L-3-
hydroxyglutarate (A), 1 mM methyl-L-3-hydroxybutyrate or 1 mM methyl-D-3-
hydroxybutyrate (B).  Means ± SEM of three experiments done in quadruplicate. 
 
Figure 4 HADHSC deficiency and the -oxidation of fatty acids.  Cells were cultured for 
72h after transfection and then incubated at 1, 5 or 11 mM glucose (G) for 1h.  A) Total 
fatty acid oxidation was measured using [1-
14
C]-palmitate.  Results represent the sum of 
oxidation products released as 
14
CO2 and acid soluble compounds.  B) Oxidation of [1-
14
C]-octanoate was measured by determining released 
14
CO2.  Means ± SEM of three 
experiments done in triplicate.  Two-tailed unpaired Student t-test analysis: *p < 0.05 
versus scrambled control under the same glucose concentration. 
 
Figure 5 Transaminase activity is required for the hyperinsulinemia induced by HADHSC 
knockdown. Insulin secretion was measured in cells incubated at 1, 5, or 11 mM glucose, or 
1 mM glucose + 35 mM KCl, in presence or absence of 1 mM aminooxyacetate. Means ± 
SEM of three experiments done in quadruplicate.  Two-way ANOVA with Bonferroni post-
hoc test analysis: ** p < 0.01, *** p < 0.001. 
 
Figure 6 L-carnitine does not potentiate GSIS in HADHSC deficient cells. Insulin 
secretion was measured in cells incubated at 1, 5, or 11 mM glucose, or 1 mM glucose + 35 
mM KCl, in presence or absence of 1 mM L-carnitine. Means ± SEM of three experiments 
 96 
 
done in quadruplicate.  Two-way ANOVA with Bonferroni post-hoc test analysis: *** p < 
0.001. 
 
Figure 7 HADHSC mRNA expression is lowered in hyperinsulinemic Zucker Fatty rat 
pancreatic islets.  Plasma insulin from six- and nine-week old ZF and ZL rats was measured 
by radioimmunoassay.  HADHSC expression was measured by Real-Time PCR in ZL and 
ZF rats.  Expression was normalized with cyclophilin.  Mean ± SEM of three (ZL) or four 
(ZF) animals.  Two-tailed unpaired Student t-test analysis:
 
* p < 0.05 versus ZL. 
 
Figure 8 Potential mechanism for HADHSC regulation of insulin secretion  
HADHSC is expressed at high level in the -cell
23, 40
 and a recent report suggested that 
HADHSC interacts with and could regulate GDH
39
.  Therefore, the absence of HADHSC 
may relieve this inhibition and contribute to increased insulin secretion by enhancing 
anaplerotic input into the Krebs cycle via the GDH reaction.  HADHSC deficiency may 
also contribute to increased GDH activity in a more indirect way. Accumulating sc-FA-
CoAs are known to inhibit KGDH and thus may lead to a reduction in GTP formation by 
succinyl-thiokinase, an allosteric inhibitor of GDH.  We propose that upon stimulation with 
glucose or leucine plus glutamine, increased production of short-chain acyl-CoA molecules 
such as acetoacetyl-CoA could contribute to an increased mitochondrial level of KG and 
its efflux from the mitochondria to transaminate with Asp to form Glu and OAA.  The 
increased transamination increases cytosolic OAA that is transformed to malate and 
pyruvate via the actions of MDH and ME. The MDH step allows cytosolic NAD 
reoxydation for high glycolysis, whereas accelerated flux through ME increases NADPH 
production that acts as a metabolic coupling factor to promote insulin secretion.  
Accumulating sc-FA-CoA or sc-FA-Carn could also act as metabolic coupling factors to 
promote insulin secretion by a still undetermined mechanism. Ac-CoA, acetyl-CoA; KG, 
-ketoglutarate; Asp, aspartate; -ox, -oxidation; GDH, glutamate dehydrogenase; Gln, 
glutamine; Glu, glutamate; HADHSC, short-chain hydroxyacyl-CoA dehydrogenase; 
KGDH, -ketoglutarate dehydrogenase; Leu, leucine; MDH, malate dehydrogenase; ME, 
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malic enzyme; OAA, oxaloacetate; sc-FA-carn, short-chain fatty-acyl-carnitine; sc-FA-
CoA, short chain FA-CoA; Succ, succinate; Succ-CoA, succinyl-CoA; TA, transaminase;  
           signifies regulation,                signifies putative reaction.  
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Mise en contexte de l’article 2 
 
 Les personnes obèses normoglycémiques sont généralement résistantes à l’insuline, 
mais la sécrétion d’insuline compensatoire par les cellules β permet le maintien d’une 
glycémie normale (Kahn et al, 2006; Henquin et al, 2008). Par contre, les cellules β des 
personnes obèse diabétiques ne sont plus aptes à compenser pleinement pour 
l’insulinorésistance et c’est une diminution de la SIIG, souvent accompagnée d’une 
diminution de la masse des cellules β, qui cause le développement du DT2. Les études chez 
l’humain et les rongeurs ont soulevé l’idée nouvelle que ce n’est pas exactement la masse 
des cellules β qui importe, mais bien la masse ‘fonctionnelle’ qui détermine leur capacité à 
compenser la résistance à l’insuline (Henquin et al, 2008). La dyslipidémie liée à l’obésité 
est responsable du développement de l’insulinorésistance chez ces patients, et s’est montrée 
aussi responsable de la dysfonction de la cellule β (Lowell et Shulman, 2005). En effet, 
alors que l’exposition pour une période courte des cellules β à des concentrations élevées 
d’acides gras potentialise la SIIG, celle-ci est fortement diminuée suite à une exposition de 
longue durée, voire chronique (Prentki et al, 2002; Leung et al, 2004). De plus, des études 
in vitro ont démontré qu’une exposition chronique à des concentrations élevées d’acides 
gras entraîne en présence de glucose élevé une perte de fonction et l’apoptose des cellules β 
(glucolipotoxicité), contribuant à la dysfonction et la perte de masse des cellules β (El-
Assaad et al, 2003). 
 L’administration d’une diète riche en gras (high fat diet, HFD) à des rongeurs est un 
modèle d’obésité avec diabète lié à la diète qui permet d’étudier les étapes précédant le 
développement de l’hyperglycémie. Au commencement de cette étude, les mécanismes 
impliqués dans la compensation des cellules β ainsi que les causes responsables de la perte 
de compensation et la dysfonction des cellules étaient mal définies. Alors que l’étude des 
modèles génétiques de DT2 tels le rat ZDF ou la souris db/db avaient permis d’identifier 
certains facteurs importants dans la compensation de la cellule β, ces modèles sont de 
nature extrême et reflètent peu la réalité du développement du DT2 qui est graduel et moins 
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extrême chez l’homme (Zhou et al, 1996; Nolan et al, 2006). En revanche, dans le modèle 
d’obésité induit par la diète (DIO diet-induced obesity), les souris deviennent 
insulinorésistantes et développent une hyperglycémie graduelle. Ceci suggère que malgré 
une tentative de compensation, les cellules β ne peuvent augmenter suffisamment la 
sécrétion d’insuline, causant l’apparition d’une hyperglycémie légère.  
Nous avons donc étudié dans ce modèle les mécanismes impliqués dans la 
diminution de sécrétion d’insuline de la cellule β. Pour ce faire, nous avons soumis des 
souris C57BL/6 à une diète riche en gras pour une durée de 8 semaines pour ensuite 
mesurer divers paramètres métaboliques importants pour la SIIG et le maintien d’une 
glycémie normale. L’originalité de notre étude réside particulièrement sur la stratification 
du phénotype (obésité) chez les animaux traités que nous avons adoptée lors de l’étude. En 
effet, nous avons observé une hétérogénéité marquée dans le gain de masse corporelle des 
souris nourries à la diète riche en gras. Ainsi, la ségrégation des souris DIO en deux 
groupes, les faibles (LDR, low diet responder) et les forts (HDR, high diet responder) 
répondants à la diète a permis l’étude de deux stades différents de développement de 
l’hyperglycémie. 
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ABSTRACT 
 
OBJECTIVE-C57Bl/6 mice develop obesity and mild hyperglycemia when fed a high fat 
diet (HFD). Although diet-induced obesity (DIO) is a widely studied model of type 2 
diabetes, little is known about β-cell failure in these mice.  
RESEARCH DESIGNS AND METHODS- DIO mice were separated in two groups 
according to body weight gain: low- and high-HFD-responders (LDR and HDR). We 
examined whether mild hyperglycemia in HDR mice is due to reduced β-cell mass or 
function, and studied islet metabolism and signalling. 
RESULTS- HDR mice were more obese, hyperinsulinemic, insulin resistant, 
hyperglycemic and showed a more altered plasma lipid profile than LDR. LDR mice 
largely compensated insulin resistance, whereas HDR showed perturbed glucose 
homeostasis. Neither LDR nor HDR mice showed reduced β-cell mass, altered islet glucose 
metabolism and triglyceride deposition. Insulin secretion in response to glucose, KCl and 
arginine was impaired in LDR and almost abolished in HDR islets. Palmitate partially 
restored glucose- and KCl-stimulated secretion. The glucose induced rise in ATP was 
reduced in both DIO groups, and the glucose-induced rise in Ca
2+
 was reduced in HDR 
islets relatively to LDR. Glucose-stimulated lipolysis was decreased in LDR and HDR 
islets, whereas fat oxidation was increased in HDR islets only. Fatty acid esterification 
processes were markedly diminished and free cholesterol accumulated in HDR islets.  
CONCLUSIONS- β-cell failure in HDR mice is not due to reduced β-cell mass and 
glucose metabolism or steatosis but to a secretory dysfunction that is possibly due to altered 
ATP/Ca
2+
 and lipid signalling, and free cholesterol deposition. 
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While insulin resistance is a common feature in most obese subjects, insulin 
secretion is increased to compensate for its reduced action and normoglycemia is 
maintained (1; 2). In obese type 2 diabetes (T2D) subjects, however, β-cell compensation 
fails due to marked impairment of glucose-stimulated insulin secretion (GSIS), often with 
reduced β-cell mass (2). The relationship between β-cell function and mass as causative 
factors in β-cell failure and diabetes progression is debated, with emphasis on the relevance 
of “functional β-cell mass” rather than total mass (2). Increased adiposity leads to elevated 
circulating free fatty acids (FFA) and triglycerides (TG), and in vitro and in vivo studies 
have indicated a causative role for dyslipidemia in insulin resistance (1; 3). Although FFA 
are necessary for the amplification of GSIS, their excess supply may also have a role in β-
cell failure (4), as prolonged elevation of FFA levels both in vivo and in vitro cause β-cell 
dysfunction (5; 6) and, at least in vitro, apoptosis (7). 
At least part of the -cell compensation to insulin resistance is due to an increase in 
-cell mass (4). Either long-term high fat diet (HFD) (8) or a short-term lipid infusion (9) 
can result in increased -cell mass without augmentation of GSIS, indicating that -cell 
function and mass are not necessarily linked. Rodent studies have indicated that HFD leads 
to increased -cell mass (8), which is also observed in normoglycemic obese individuals 
(10). Unclear at present is the dynamics between the factors driving compensatory increase 
in -cell mass and function, and those reducing them through the various stages of T2D 
development, particularly as FFA may do both. Genetic islet susceptibility may be a critical 
determinant of these dynamics, both in humans and animal models (4; 11; 12).  
Even though studies employing genetically modified models (e.g. Zucker Diabetic 
Fatty (ZDF) rats, db/db mice) have helped in understanding some of these pathological 
processes (13-16), several of these models are of extreme nature, with rapid development of 
pronounced T2D. These models, therefore, differ from human obesity-linked T2D, which 
usually develops more gradually. In an attempt to gain insight into the basis of β-cell failure 
in a mild model of diabetes, we recently developed a new model of T2D, the 60% 
pancreatectomized obese hyperlipidemic Zucker Fatty (ZF) rat (14). In this model, severe β-
cell dysfunction was found without any evidence of a falling β-cell mass or islet steatosis 
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(14). More detailed examination of the pancreatectomized ZF rat islets showed marked 
depletion of insulin stores and altered glycerolipid metabolism (14). The ZF rat, as opposed 
to the ZDF, however, does not have genetic predisposition to diabetes, as it maintains 
normoglycemia despite severe obesity-related insulin resistance (4). The diet-induced obese 
(DIO) C57BL/6 mouse gradually develops hyperglycemia (17). This suggests that DIO 
islets are unable to fully compensate for the obesity-related insulin resistance, as occurs in 
human T2D.  
 In the present study we investigated β-cell dysfunction in DIO mice stratified into two 
groups according to the effect of HFD on body weight: the low responders to HFD (LDR) 
were less obese, developed intermediate severity insulin resistance and had only mild 
impairment in glycemia. The high responders to HFD (HDR) were more obese, insulin 
resistant and hyperinsulinemic and were clearly hyperglycemic. Thus, the LDR and HDR 
groups allowed for analysis and comparison of islet -cell mass and function in response to 
different levels of insulin resistance with corresponding very mild perturbation of glucose 
homeostasis and overt but mild hyperglycemia, respectively. When extended to obese 
humans, these two groups correspond to the pre-diabetes and early diabetes situations.  
 
RESEARCH DESIGN AND METHODS 
Animals and diets. Five-week-old male C57BL/6 mice on a pure genetic background were 
purchased from Charles River Laboratories (St-Constant, QC, Canada). We verified by RT-
PCR analysis that this mouse strain does not harbour a mutation in the nicotinamide 
nucleotide transhydrogenase gene found in the C57BL/6J strain (18) (data not shown). 
They were housed 3-4 per cage on a 12-h light/dark cycle at 21°C with free access to water 
and standard diet (Teklad Global 18% protein rodent diet; Harlan Teklad, Madison, WI, 
15% fat by energy). One week after arrival, mice were fed with either the standard or HFD 
(Bio-Ser Diet#F3282, Frenchtown, NJ, 60% fat by energy) for 8 weeks. Body weight and 
energy intake were measured weekly. For the energy intake measurement, the mice were 
placed in individual cages. Fed blood glucose was determined by a portable glucometer 
(Accu-check Advantage, Roche, Indianapolis, IN). All procedures were approved by the 
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Institutional Committee for the Protection of Animals at the Centre Hospitalier de 
l’Université de Montréal.  
Plasma parameters. Blood was collected between 8:00 and 10:00 A.M. in fed mice. 
Plasma insulin and proinsulin were measured by radioimmunoassay (Linco Research, St. 
Charles, MO) and by ELISA (proinsulin mouse kit, Alpco Diagnostics, Salem, NH), 
respectively. Plasma non-esterified fatty acids (NEFA) were assessed using the NEFA C kit 
(Wako Chemical, Osaka, Japan). Plasma TG was determined with the GPO Trinder kit 
(Sigma Aldrich, Saint Louis, MS) and cholesterol with the Amplex red assay kit (Molecular 
Probes, Eugene, OR). 
Glucose homeostasis, insulin action and secretion in vivo. Two-hour hyperinsulinemic 
euglycemic clamp (HIEC) studies were performed in 2h-fasted anesthetised ND, LDR and 
HDR mice after 8 weeks on the experimental diets (19). An intravenous glucose tolerance 
test (IVGTT) (0.5 g/kg) was conducted in 16h-overnight fasted mice (20). An oral glucose 
tolerance test (OGTT) (1g/kg) was also made in 6h-fasted mice (20). Blood glucose was 
measured using a portable meter and plasma insulin using the UltraSensitive mouse Insulin 
ELISA Kit (Alpco Diagnostics). 
-cell proliferation and mass. These parameters were measured as described (21). 
Islet isolation and culture. Islets were isolated as described (22) and kept in culture at 3 
mmol/L glucose
 
for 2h in RPMI medium supplemented with 10% FBS (complete RPMI) at 
37°C, for recovery (23). 
Insulin secretion ex vivo. For static incubations, batches of 10 islets each, were distributed 
in 12-well plates and pre-incubated for 45 min at 37°C in Krebs-Ringer bicarbonate 
containing 10 mmol/L HEPES (pH 7.4) (KRBH), 0.5% defatted BSA (d-BSA) and 3 
mmol/L glucose. They were then incubated for 1h in KRBH/0.5% d-BSA at 3, 8 and 16 
mmol/L glucose or with 35 mmol/L KCl, in the presence or absence of 0.25 mmol/L 
palmitate. After 1h, media were kept for insulin measurements by radioimmunoassay. Islet 
insulin and proinsulin contents were measured following acid-ethanol (0.2 mmol/L HCl in 
75% ethanol) extraction by radioimmunoassay and ELISA, respectively. For perifusion 
experiments, batches of 120 cultured islets each were placed in perifusion chambers at 
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37°C and perifused at a flow rate of 1ml/min for 30 min in KRBH/0.5% d-BSA at 3 
mmol/L glucose prior to stimulation with 16 mmol/L glucose for 60 min, and then with 10 
mmol/L arginine for 10 min. Islets were then perifused at 3 mmol/L glucose for 30 min.  
Intracellular calcium. Ca
2+
 was measured using a modified version of a procedure 
previously described (24). Dispersed-islet cells from 350-500 freshly isolated islets were 
plated on 42 mm coverslip and incubated at 37°C overnight in complete RPMI at 11 
mmol/L glucose. Cells loaded with Fluo-4 AM calcium indicator were perifused with 
KRBH/1% d-BSA, 2.5 mmol/L probenicid, 0.2 mmol/L sulfinpyrazone, 0.1 mmol/L IBMX 
and 3 or 16 mmol/L glucose or 3 mmol/L glucose + 35 mmol/L KCl. Computational 
analysis was done using measurements every 3 s. An average of 25 cells per coverslip was 
analyzed. 
Intracellular ATP content. Batches of 50 islets cultured and pre-incubated as described 
for insulin secretion experiments were incubated for 15 min in KRBH/0.07% d-BSA at 3 or 
16 mmol/L glucose. At the end of the incubation, ATP was extracted from islets and assay 
as described (22). 
Islet triglyceride, cholesterol and protein contents. TG, cholesterol and protein contents 
were measured in batches of 100, 40 and 20 freshly isolated islets, respectively (23; 25).  
Lipid metabolism. For lipolysis, 60 islets per determination were used (23). Fatty acid 
(FA) oxidation and esterification into cholesterol ester were measured in batches of 50 
islets (14). NEFA content and FA esterification into TG in 50 islets were determined as 
described (26).  
Glucose metabolism. Islet glucose usage and oxidation were measured as described (22).  
Quantitative RT-PCR. see supplemental research design and methods in the online 
appendix.  
Statistical analysis. Data are expressed as means ± SE. Statistical significance was 
calculated by one-way or two-way ANOVA with Bonferroni, Tukey or Dunnett post hoc 
testing as indicated. A P value of <0.05 was considered significant.  
 
 
 114 
 
RESULTS 
Metabolic characteristics of LDR and HDR mice. For mechanistic analyses, pooling 
mice with markedly different characteristics (for example little weight gain, no insulin 
resistance and normoglycemia with animals with high weight gain, insulin resistance and 
hyperglycemia), as has been done in the vast majority of studies so far, can be misleading. 
We reasoned that this caveat can be dealt by stratifying mice in two groups (LDR and 
HDR) (as described below) that correspond on one hand to lower weight gain and mild 
perturbation in glucose homeostasis, and on the other hand to higher weight gain and overt 
but mild hyperglycemia. Based on the heterogeneous weight response to diet 
(approximately 12 g range for DIO mice housed by group of 3-4/cage or individually) (Fig. 
1A), DIO mice were segregated into two groups after 7.5 weeks on HFD: LDR mice, 
representing 40% of the DIO mice and weighing 33-38.9 g (lower 6 g range) with an 
average fed glycemia of 8.6 0.1 mmol/L, and HDR mice, representing 52% of the DIO 
mice and weighing 39-45 g (higher 6 g range) with an average glycemia of 9.4 0.1 mmol/L 
(Fig. 1B). DIO outlier mice weighing less than 33g (around 4% of total DIO mice) and 
more than 45g (around 4%) were excluded from this study (Fig. 1A). The control group fed 
with the standard diet (normal diet, ND) had an average weight of 28.3 0.2 g and a 
glycemia of 7.5 0.1 mmol/L (Fig. 1B). Difference in body weight in DIO mice was already 
present after 1 week under HFD and steadily increased during the 8 weeks of the study 
(Fig. 1C). The considerably larger weight of HDR mice can be accounted at least in part to 
an increased energy intake (106.8 1.4 vs. 98.3 1.4 Kcal/week in LDR mice, Fig. 1D, 
inset). Table 1 shows that over 8 weeks HFD-fed LDR and HDR mice, respectively, gained 
approximately 2-3 and 3-4 times more weight compared to ND mice. LDR mice had a very 
slightly raised glycemia in the fed state (Fig. 1B). The 2h-fasting blood glucose of LDR 
mice was not significantly increased (Fig. 2A). In contrast the HDR group showed a more 
prominent hyperglycemia than LDR mice. Blood glucose in HDR mice was increased in 
awake fed mice (9.4 0.1 vs. 7.5 0.1 mmol/L in ND mice, Fig. 1B) and in 2h-fasted 
anaesthetized mice (11.0 0.9 vs. 5.7 0.5 mmol/L in ND mice, Fig. 2A). Glucose levels in 
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6h-fasted HDR mice versus ND mice (11.6±0.5 vs. 7.4±0.3 mmol/L) was elevated, and the 
LDR group showed intermediate values (9.8±0.4 mmol/L) (Suppl. Fig. 1A and C). 
Glycemia in overnight 16h-fasted HDR mice with anaesthesia was slightly elevated, 
without reaching statistical significance (8.3 0.3 vs. 7.0 0.4 mmol/L, Fig. 2E). Glucose 
values at time 60 min during an IVGTT (Fig. 2E) and time 120 min during an OGTT 
(Suppl. Fig. 1A and D) remained markedly elevated in HDR, in contrast to the LDR mice. 
Fasting and fed insulinemia were 3-4 fold higher in the HDR compared to ND mice, 
whereas in LDR mice fed insulinemia was unchanged and fasting insulinemia was 
increased by twofold (not statistically significant) (Table. 1). Fed proinsulinemia was 
higher in HDR mice in comparison to ND, and the proinsulin to insulin ratio was 
unchanged in LDR and HDR mice versus controls. Of the measured lipid parameters, when 
compared to ND mice, fed plasma cholesterol was significantly increased by 70% in HDR 
mice, fasting plasma FFA were 2-fold higher in HDR mice and fed plasma TG was 30% 
decreased in both DIO groups (Table. 1). 
LDR and HDR mice are insulin-resistant, glucose-intolerant and have a decreased 
first phase insulin secretion in response to glucose in vivo. A hyperinsulinemic-
euglycemic clamp was made in 2h-fasted ND and DIO mice (Fig.  2A-D). Both the glucose 
infusion rate (Fig. 2C) required to maintain glycemia at ~7.2 mmol/L (Fig. 2B) and the 
insulin sensitivity (M/I) index (Fig. 2D) were decreased by ~50% and ~80% in LDR and 
HDR mice, respectively, indicating that HDR mice are more insulin resistant than LDR. To 
measure GSIS in vivo, overnight-fasted DIO and ND mice were subjected to an IVGTT 
(Fig. 2E-I). Glucose clearance was reduced in HDR mice (Fig. 2E), indicating a decreased 
glucose tolerance as shown by a 2-fold increase in the area under the curve (AUC) for 
glycemia (Fig. 2G). LDR mice tended to be glucose intolerant but without reaching 
statistical significance (Fig. 2E and G). Similar observation was made using the OGTT test 
(Suppl. Fig.1A and B). Calculation of the AUC for insulinemia during the first 15 min of 
the IVGTT, subtracting basal values, indicated that first phase GSIS is reduced by 66 and 
76% in the LDR and HDR groups, respectively (Fig. 2F and H). However, the AUC for the 
second phase GSIS of both DIO mice was not different from control mice (Fig. 2F and I).  
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Impaired insulin secretion in isolated islets from LDR and HDR mice. We next 
examined GSIS in presence or absence of exogenous FFA in isolated islets. In ND mice, 
glucose from 3 to 16 mmol/L increased insulin secretion by 2.6 fold (Fig. 3A). The glucose 
effect in both DIO groups was reduced, and was almost completely blunted in HDR mice 
(Fig. 3A and D). LDR and HDR mice also showed defective KCl-induced insulin secretion 
(KSIS), the reduction being more pronounced in the HDR group (Fig. 3C). Exogenous 
palmitate enhanced GSIS in the 3 groups (Fig. 3B) and partially restored GSIS, as evaluated 
by the difference between high and low glucose values (Fig. 3D), as well as KSIS (Fig. 
3C), in both DIO groups.  First phase GSIS was reduced by 47 and 65% in LDR and HDR 
perifused islets, respectively (Fig. 3E-F). HDR mice also showed a 5-fold decrease in 
second phase GSIS (Fig. 3G) and in secretion in response to arginine (Fig. 3H).  
Lack of decreased pancreatic β-cell mass and islet insulin stores in DIO islets. HDR 
mice showed a 1.7- and 2-fold increase in β-cell mass (Fig. 4A) and proliferation (Fig. 4B), 
respectively. There was a trend for ß-cell mass and proliferation to be increased in the LDR 
group. Islet protein contents were increased by 24 and 44% in LDR and HDR mice, 
respectively (Fig. 4C). Total insulin content per islet was similar in all groups (Fig. 4D), 
however islet content corrected per protein content decreased by 20 and 24% in LDR and 
HDR islets, respectively (Fig. 4E).  The islet proinsulin content per protein was similar in 
all groups (Fig. 4F).  
Islet glucose metabolism is unchanged in DIO mice. Previous work in T2D rodent 
models has suggested a role for altered glucose metabolism in β-cell dysfunction (27; 28). 
Fig. 4 indicates that impaired GSIS in LDR and HDR mice cannot be ascribed to altered 
glucose metabolism, since glucose usage (Fig. 4G) and oxidation (Fig. 4H) were 
unchanged. 
Decreased glucose-stimulated ATP content in DIO islets and altered Ca
2+
 signaling in 
HDR islet cells versus LDR. ND mice showed a 40 % increase in intracellular ATP 
content in response to high glucose, whereas both DIO groups displayed a reduced response 
(Fig. 4I). The rise in Ca
2+
 in response to glucose was markedly larger in LDR versus ND 
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islet cells (Fig. 4J). However, the HDR group did not show such potentiation that likely 
reflects a compensation phenomenon.  
Altered lipid partitioning, reduced glycerolipid/fatty acid cycling and free cholesterol 
deposition in HDR islets. Islet steatosis was proposed to contribute to β-cell failure (29). 
However, there was no accumulation of TG in DIO islets (Fig. 5A). Work from our (13; 14; 
22; 23) and other groups (30-32) documented a role of β-cell lipolysis and GL/FFA cycling 
in insulin secretion. Lipolysis, evaluated by glycerol release, was increased 2-fold by 
elevated glucose in ND islets (Fig. 5B), and this increase was abolished in DIO islets. Fatty 
acid partitioning (FA oxidation and esterification) was studied in DIO islets since it 
provides lipid signals for secretion (33). FA oxidation was similar in both ND and LDR 
islets (Fig. 5C). However, FA oxidation was increased by 60% in HDR islets. HDR islets 
had a 70% higher level of NEFA (an index of long-chain acyl-CoA content) at 3 mmol/l 
glucose (Fig. 5D) consistent with the elevated FA oxidation at low glucose (Fig. 5C). At 16 
mmol/l glucose, intracellular NEFA remained not significantly different in all groups (Fig. 
5D). Glucose-stimulated palmitate esterification into TG was reduced by about 25% in 
LDR and HDR islets (Fig. 5E). An altered lipid esterification process in DIO islets was also 
evident from the observed reduction in palmitate esterification into cholesterol esters in 
islets from both DIO groups (Fig. 5F). This was associated with a 90% and 60% increase in 
free cholesterol in HDR versus ND and LDR islets, respectively (Fig. 5G).  
Expression of key transcriptional factors, exocytosis proteins and enzymes of glucose 
and lipid metabolism. A panel of mRNA levels was measured to gain insight into the 
basis of β-cell (de)compensation. Only the mRNA levels of insulin-2, UCP-2 (uncoupling 
protein-2), SCD-1 (stearoyl-CoA desaturase-1), ACC-2 (acetyl-CoA carboxylase-2) and 
ATGL (adipose triglyceride lipase) significantly changed in DIO islets (Suppl. Fig. 2A-D). 
Insulin-2 mRNA was increased in both DIO groups, reaching significance only in HDR 
islets (Suppl. Fig. 2B). Increased expression of UCP-2 in the β-cell is thought to play a role 
in reducing reactive oxygen species production but the role of UCP2 in mitochondrial 
uncoupling or changes in GSIS is debated (34; 35). UCP-2 mRNA level was increased by 
about 40% in both LDR and HDR islets (Suppl. Fig.2C). A 56% increase in ATGL 
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expression, an enzyme involved in triglyceride hydrolysis, was detected in HDR islets 
(Suppl. Fig. 2C), that may reflect a compensation phenomenon. In accordance with the 
increased FFA oxidation in HDR islets (Fig. 5C) and the decreased FA esterification in TG 
in DIO islets (Fig. 5E), ACC-2 mRNA was decreased by 45% in HDR islets and SCD-1 
mRNA was reduced in DIO islets (Suppl. Fig. 2D). Thus, SCD-1 is involved in the 
desaturation of FFA and is important for FA esterification (36) whereas ACC-2 negatively 
regulates FFA oxidation via the production of malonyl-CoA (37). 
 
DISCUSSION 
According to body weight response to HFD, we stratified C57Bl/6 DIO mice in two 
groups. HDR mice are markedly obese, hyperinsulinemic, insulin resistant, glucose 
intolerant, and show an altered plasma lipid profile in association with overt but mild 
hyperglycemia (Table. 2). LDR mice have an “intermediate” phenotype and show relatively 
successful compensation since they are barely glucose intolerant and only very slightly 
hyperglycaemic. Thus, defining these two groups allows the study of the basis of β-cell 
compensation and failure in two groups of obese mice with the same genetic background 
and under identical experimental conditions. The HDR group and its comparison with LDR 
and ND mice also allows insight into the causal factors of β-cell failure to sustain the 
increase demand of insulin in the face of elevated insulin resistance. Importantly, study of 
HDR and LDR mice may distinguish the alteration in the β-cell that are related to coping 
with the HFD load and obesity situation from those that may cause β-cell maladaptation to 
the rising insulin resistance with resulting dysfunction and mild hyperglycemia (the 
equivalent of prediabetes and early diabetes phases in humans).   
 
What is the basis of the β-cell failure to insufficiently compensate for the higher insulin 
resistance in HDR mice? The results allow the exclusion of several factors (Table. 2): 
decreased β-cell glucose metabolism, islet steatosis, reduced β-cell mass and proliferation, 
and depletion of insulin stores since the latter was not significantly decreased per islet and 
reduced by only 30% if expressed per islet protein in a context where pancreatic β-cell 
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mass increased twofold. However it cannot be discounted that failure to promote even 
greater than twofold compensatory increase in β-cell mass, in part contributed to β-cell 
failure in the HDR group. Significant β-cell "dedifferentiation" is also unlikely to be 
involved in β-cell failure of HDR mice since they were markedly hyperinsulinemic, the 
islet mRNA expression of a large number of genes related to the phenotype of a well 
differentiated β-cell (PDX-1, MAF-A, Nkx6.1, Glut2, GK, PC, preproinsulin, Suppl. Fig. 
2A) was unchanged, and islet glucose oxidation and utilization remained unaltered.  
 
The results point to a role of alterations in the classical ATP/Ca
2+
 signalling and lipid 
amplification pathways as well as free cholesterol deposition, in the failure of the HDR β-
cells to compensate for the marked insulin resistance (Fig. 6). Thus, LDR islets displayed 
an amplified Ca
2+
 response to glucose that was not apparent in the HDR group, together 
with reduced rise in ATP content at high glucose, the latter, however, being also reduced in 
LDR islets. The reason for the enhanced Ca
2+
 response in the LDR group that should favour 
compensating insulin secretion remains to be determined. Furthermore, LDR and HDR 
mice showed altered lipid metabolism and signalling that may explain reduced glucose-, 
KCl- and arginine-induced insulin secretion. Thus, exogenous palmitate partially restored 
GSIS and KSIS in islets of both DIO groups. Importantly, the differences that were found 
between the compensating prediabetic LDR and decompensating (here defined as 
insufficient compensation) HDR groups were: enhanced fat oxidation and elevated 
intracellular NEFA at basal glucose in HDR islets, in association with an increased free 
cholesterol content, as well as a more pronounced reduction of FA esterification into 
cholesterol esters and SCD-1 expression (Table. 2). Our previous work indicated that both 
the balance of fat oxidation versus esterification, β-cell lipolysis and GL/FFA cycling play 
a role in GSIS (13; 14). As shown in Fig. 6, in HDR mice, impaired glucose-stimulated 
lipolysis and FA esterification should reduce the production of lipid signalling molecules 
such as diacylglycerol (33), that has been linked to the activation of C-kinase enzymes (38) 
and the exocytotic protein Munc13-1 (39), whereas enhanced fat oxidation should 
simultaneously cause their removal. Increased FA oxidation should also reduce FA-CoA 
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availability for cholesterol ester formation (a protective mechanism against the toxic effects 
of excess cholesterol) (40) leading to free cholesterol accumulation.   
 
Alteration in -cell cholesterol metabolism has emerged as a factor contributing to β-cell 
dysfunction as evidenced in a number of in vitro and in vivo studies (25; 41; 42). 
Interestingly, total plasma cholesterol and islet free cholesterol deposition occurred only in 
the HDR group, illustrating the interest of stratification of DIO groups. Cholesterol is 
abundant in lipid rafts that are implicated in exocytosis (43) and it can be hypothesized that 
such modification may contribute to the observed reduction in insulin secretion in response 
to all classes of secretagogues. Consistent with this view, Collins et al (44) observed 
reduced β-cell exocytosis elicited by short depolarization in DIO mice.  
 
Comparison of in vitro and in vivo insulin secretion of DIO mice indicated that the 
secretory defect is more prominent in vitro. The nature of the factors allowing 
compensatory increased (but not sufficient) insulin secretion with hyperinsulinemia in vivo 
remains to be known and may include FFA as suggested by our in vitro work, enhanced 
incretin signalling, reduced levels of counter-regulatory hormones and neural pathways 
(45). 
 
In conclusion, HDR mice fail to fully compensate for the prominent insulin resistance that 
exacerbates the demand for insulin to maintain euglycemia.  HDR islets have a defect in β-
cell secretory function in response to glucose and non-fuel stimuli that is possibly caused 
by: 1) a lack of compensatory increase in ATP/Ca
2+
 signalling; 2) free cholesterol 
accumulation; 3) impaired lipid signalling due to a metabolic shift with altered lipid 
partitioning and GL/FFA cycling. We propose that all three factors contribute to the 
inappropriate capacity to maintain sufficient secretion in the face of insulin resistance. 
Additional work is required to define in further details the biochemical basis of β-cell 
failure in HDR DIO mice.  
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FIGURE LEGENDS  
FIG. 1. Body weight, energy intake and glycemia of C57Bl/6 mice fed normal (ND) or 
high fat diet (HFD) diet for 8 weeks. DIO mice were classified after 7.5 weeks on HFD as 
low- and high-HFD-responders (LDR and HDR) following body weight (BW) 
determinations. (A) Distribution plots of body weight at 7.5 weeks of ND or HFD of mice 
housed 3-4 per cage (ND, LDR and HDR) or individually (NDi and DIOi). Encircled 
symbol corresponds to DIO mice excluded from the study. (B) Fed glycemia and body 
weight of ND, LDR and HDR mice after 7.5 weeks of dietary treatment. (C) Weight and 
(D) energy intake curves of ND, LDR and HDR mice during 8 weeks of normal or HF 
diets. Inset (D) Mean of energy intake per week per group. (A) Means ± SE of 52 mice for 
ND, LDR and HDR, of 13 and 33 mice for NDi and DIOi, respectively. (B) and (C) Means 
± SE of 136, 117, 148 mice for the ND, LDR and HDR groups, respectively. (D) Means ± 
SE of 13, 14, 17 mice for the ND, LDR and HDR groups, respectively. ND versus LDR or 
HDR, **P<0.01, ***P<0.001; LDR versus HDR, 
§
P<0.05, 
§§
P<0.01, 
 §§§
P<0.001; one-way 
(B) or two-way ANOVA (C-D), Bonferroni post hoc test. 
FIG. 2. DIO mice are insulin-resistant, glucose intolerant and have defective first phase 
GSIS. (A-B) Hyperinsulinemic euglycemic clamp (HIEC) in 2h-fasted anesthetised mice. 
(A) Arterial glucose levels at time 0 of the clamp; (B) glucose levels during the clamp. The 
dashed line corresponds to the clamped glucose value at ~7.2 mmol/L. (C) Glucose 
infusion rate during the last 30 min of the 2h HIEC (GIR) and (D) insulin sensitivity index 
(M/I) calculated as the glucose infusion rate (M) divided by the average insulinemia during 
the last 30 min of the clamp (I). M/I index is expressed as µmol.kg
-1
.min
-1
 glucose infused 
per pmol/L insulin. (E-I) Intravenous glucose tolerance test (IVGTT). Plasma glucose (E) 
and insulin (F) were measured at times 0, 3, 5, 15, 30, 45 and 60 min in response to a 
glucose challenge (iv; 0.5g/kg) in 16h-overnight fasted anesthetised mice; (G) Area under 
the curves (AUC) of the 0-60 min glycemic responses; (H) First phase insulin response to 
glucose (Glc) is the AUC of the 0-15 min insulinemic response; (I) Second phase insulin 
response to glucose is the AUC of the 15-60 min insulinemic response. Means ± SE of 5-8 
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animals per group. ND versus LDR or HDR: *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001; LDR versus 
HDR: 
§
P<0.05, 
§§
P<0.01, 
§§§
P<0.001; one-way (A, C-D, G-I) or two-way ANOVA (B, E-
F), with Bonferroni post hoc test.   
FIG. 3. Isolated islets from DIO mice show defective glucose-, KCl- and arginine-induced 
insulin release. Insulin secretion was measured in freshly isolated islets from ND, LDR and 
HDR mice. Group of 10 islets were incubated 1h in KRBH at 3, 8 or 16 mmol/L glucose 
(G; A and D) ± 0.25 mmol/L palmitate/0.5% d-BSA (Pal; B and D) or 3 mmol/L glucose ± 
35 mmol/L KCl  (C) ± 0.25 mmol/L palmitate/0.5% d-BSA (Pal; C). Means ± SE are of 14-
16 determinations from islets of 21-22 animals per group in five (A-B, D) and three (C) 
separate experiments. (E-H) Insulin secretion by islets perifused at 3 mmol/L glucose (3G) 
or 16 mmol/L glucose (16G) with or without 10 mmol/L arginine (Arg). Area under the 
curve (AUC) for insulin over the first 15 min (F) and from 15-60 min (G) following 
glucose concentration increased from 3 to 16 mmol/L. AUC for maximal insulin secretion 
was determined from 60-80 min after arginine injection (H). Means ± SE are of 6 ND, 7 
LDR and 7 HDR. Insulin release in the media was determined after the 1h incubation or at 
the different time points of the perifusion experiment. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 ND 
versus LDR or HDR; #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001 versus 3 mmol/L glucose (A) plus 
palmitate (B) or plus KCl (C) or versus the value in absence of palmitate (D) for the same 
group (ND, LDR, HDR), one-way ANOVA-Bonferroni’s multiple comparison test. 
 
FIG. 4. -cell mass and proliferation, islet cell cytosolic free calcium, ATP, proinsulin, 
insulin and protein contents, and glucose metabolism of DIO mice. (A) -cell mass and (B) 
proliferation as indicated by the number of Ki-67 positive -cells/islet. Means ± SE of 6 
animals for ND and LDR and 7 for HDR. ND versus LDR or HDR, *P<0.05. One-way 
ANOVA with Dunnett’s post hoc test. (C) Protein, (D-E) insulin expressed per islet (D) or 
per islet protein content (E) and (F) total islet proinsulin contents. Means ± SE of 83, 35 
and 9 animals per group for (C), (D-E) and (F), respectively. ND versus LDR or HDR, 
*P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001; LDR versus HDR, 
§§
P<0.01. One-way ANOVA with 
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Bonferroni post hoc test. Glucose utilization (G) and oxidation (H) were measured in islets 
incubated in KRBH at 3, 8 and 16 mmol/L glucose (G) with D-[U-
14
C]glucose and D-[5-
3
H]glucose. Means ± SE of 13-15 determinations from islets of 9 ND, 8 LDR and 10 HDR 
mice in three separate experiments. ###P<0.001 versus 3 mmol/L glucose for the same 
group. One-way ANOVA-Bonferroni’s multiple comparison test. (I) Total ATP content 
was determined in islets incubated for 15 min in KRBH at 3 or 16 mmol/L glucose (G). 
Means ± SE of 13-15 determinations from islets of 9 ND, 9 LDR and 9 HDR mice in three 
separate experiments. #P<0.05 versus 3 mmol/L glucose for the same group. One-way 
ANOVA-Bonferroni’s multiple comparison test. (J) Cytosolic free calcium was measured 
by confocal microscopy using Fluo-4 AM dye in dispersed-islet cells of ND, LDR and 
HDR mice. Cells were perifused for 3 min at 3 mmol/L glucose, then at 16 mmol/L glucose 
for 10 min and finally at 3 mmol/L glucose + 35 mmol/L KCl for 2 min. Fluorescence level 
is expressed in arbitrary units. For clarity purposes, the mean only of 6 independent 
experiments from 6 mice per group is represented. Of note, SE was no more than 15% at all 
time. One-way ANOVA with repeated measures, Tukey post test. ***P<0.001 ND versus 
LDR and 
§§§
P<0.001 LDR versus HDR.   
 
FIG. 5. Altered lipid partitioning, lipolysis and glycerolipid/FA cycling in DIO islets. (A) 
Islet TG content. Means ± SE of 10-12 animals per group. (B) Glycerol release, as an index 
of lipolysis, was determined in islets incubated for 3h in KRBH at 3 and 16 mmol/L 
glucose (G). Means ± SE of 19-20 determinations from islets of 17-18 mice per group in 
four separate experiments. Islets were incubated in KRBH at 3 and 16 mmol/L glucose with 
[9,10-
3
H]palmitate to assess (C) FFA oxidation, (D) total intracellular labelled non-
esterified FFA (NEFA), and (E) fatty acid esterification into triglycerides (TG) and (F) 
cholesterol esters (CE). Means ± SE of 9-12 determinations from islets of 14-18 mice per 
group in three (C) or four (D-F) separate experiments. (G) Total cholesterol (TC) and free 
cholesterol (FC) fractions extracted from ND, LDR and HDR islets. Means ± SE of 10-15 
animals per group. LDR or HDR versus ND: *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001; LDR versus 
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HDR: 
§
P<0.05; #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001 versus 3 mmol/L glucose for the same 
islet group. One-way ANOVA-Bonferroni’s multiple comparison test. 
 
FIG. 6. Model depicting the possible mechanisms of β-cell failure to compensate for 
insulin resistance in HDR mice. In normal mice, an elevation of glucose leads to an 
increase in ATP/ADP ratio and intracellular Ca
2+
 and a decrease in fatty acid oxidation 
which allows long chain-acyl-CoA (FA-CoA) availability for glycerolipid/fatty acid 
(GL/FA) cycling which produces lipid signalling molecules (LSM), such as diacylglycerol, 
necessary for insulin secretion. Enhanced GL/FA cycling is an “on” signal for insulin 
secretion that contributes to the amplification arm of GSIS. Enhanced fat oxidation is an 
“off” signal for insulin secretion because it removes molecules from the cycle (46). In HDR 
mice, to adapt to the elevation of circulating FFA and post-prandial glucose and to prevent 
β-cell glucolipotoxicity and steatosis, fatty acid esterification processes and lipolysis are 
simultaneously decreased in association with enhanced FFA oxidation. The increase in FA 
oxidation, in parallel to depleting LSM, reduces FA-CoA availability for cholesterol ester 
(CE) synthesis, contributing with elevated blood cholesterol to free cholesterol 
accumulation and β-cell dysfunction with reduced secretion. Besides the amplification arm 
of GSIS, the classical triggering ATP/Ca
2+
 pathway is also affected in HDR versus LDR 
mice due to reduced glucose stimulated ATP production and a lack of compensatory 
increase in the rise in Ca
2+
 promoted by high glucose. GPR40 activation by FFA may 
contribute to maintain high level of secretion and hyperinsulinemia. However, in the 
absence of insufficient insulin secretion for the demand due to the marked insulin 
resistance, HDR mice become hyperglycaemic. Black arrows indicated a difference 
between DIO group (LDR and HDR) and ND group. Striped arrows indicated a difference 
between HDR and LDR groups. 
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TABLE 1.  
Metabolic parameters of C57Bl/6 mice fed with a normal or high-fat diet for 8 weeks. 
 
 
 
Plasma triglyceride (TG), free fatty acids (FFA), total cholesterol (TC), proinsulin (ProIns) 
and insulin (Ins) were determined in anesthetized overnight fasted and/or fed male mice on 
a high-fat diet (LDR and HDR) or a standard chow diet (ND) for 8 weeks. Delta body 
weight represents the weight gain of mice since the introduction of diets (chow or HFD) at 
6 weeks of age. Means ± SE of n animals as indicated in parentheses. LDR or HDR versus 
ND: *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001; HDR versus LDR: €P<0.05, €€P<0.01, €€€P<0.001. 
One-way ANOVA-Bonferroni’s multiple comparison test. ND, not determined. 
  
 
FED 
 
FASTED 
  
 
ND 
 
LDR 
 
HDR 
 
ND 
 
LDR 
 
HDR 
Weight gain (g) 8.5±0.2 (62) 15.5±0.2
*** 
(60) 20.4±0.2
***,€€€ 
(72) 5.5±1.0 (5) 16.9±0.6
*** (5) 21.0±0.3***,€€ (5) 
Insulin (pmol/L) 252±24 (59) 266±20 (58) 658±54
***
,
€€€ 
(67) 133±87 (5) 338±84 (5) 503±40
* 
(5) 
ProIns (pmol/L) 18.5±2.3 (8) 23.7±1.9 (9)  31.8±4.0
* 
(9)  ND ND ND 
ProIns/Ins ( %) 7.8±1.3 (8) 9.4±1.4 (9) 5.5±0.9
€ 
(9) ND ND ND 
FFA (mmol/L) 0.60±0.04 (33) 0.55±0.03 (33) 0.58±0.03 (38) 0.77±0.06 (5) 1.12±0.06 (5) 1.58±0.30
* 
(5) 
TG (mmol/L) 0.41±0.02 (33) 0.32±0.01
*** 
(34) 0.33±0.01
*** 
(38) 0.36±0.04 (5) 0.40±0.04 (5) 0.39±0.03 (5) 
TC (mmol/L) 1.50±0.07 (8) 1.90±0.14 (8) 2.58±0.21
***,€ 
(8) ND ND ND 
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TABLE 2.  
Summary of the metabolic and islet -cell parameters obtained in C57Bl/6 male mice fed a 
high-fat diet for 8 weeks. TG, triglyceride, CE, cholesterol esters. Horizontal arrow, 
unchanged versus normal diet fed animals; arrows in parenthesis indicate a clear trend that 
did not reach statistical significance.  
 LDR HDR 
Metabolic parameters    
Weight gain   
Insulin resistance   
Insulinemia ( )  
Proinsulinemia/insulinemia    
OGTT glucose tolerance ( )  
ivGTT glucose tolerance ( )  
ivGTT/1
st
 phase GSIS    
ivGTT/2
nd
 phase GSIS   
Fasting FFA ( )  
Fed total cholesterol ( )  
Fed glycemia   
2h-fasted glycemia ( )  
6h-fasted glycemia   
16h-fasted glycemia  ( ) 
ivGTT, 1h glucose    
OGTT, 2h glucose ( )  
Islet ß-cell parameters   
ß-cell mass ( )  
ß-cell proliferation ( )  
Protein content/islet   
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Insulin content/islet   
Proinsulin content/islet protein   
Glucose-induced insulin secretion   
KCl-induced insulin secretion   
Glucose usage/oxidation   
TG content   
Free cholesterol content   
Glucose-stimulated lipolysis   
Glucose effect on NEFA content ( )  
Glucose effect on FA esterif. in TG   
FA esterification in CE   
FA oxidation   
Glucose-induced ATP   
Glucose-induced Ca
2+
   
KCl-induced Ca
2+
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Figures: 
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Supplemental research design and methods 
Quantitative RT-PCR. Total RNA was extracted from islets as previously described (1). 
Gene expression was determined by a standard curve method and normalized to the 
expression of -actin. Real-time PCR analysis was performed on Rotor-Gene R3000 
(Corbett Research, Mortlake, NSW, Australia) using Quantitech Sybrgreen (Qiagen, 
Mississauga, ON, Canada). Primers, listed in supplementary Table 1, were designed using 
Primer3 software. Results are expressed as the ratio of target mRNA to -actin mRNA. 
 
Supplemental reference 
1. Delghingaro-Augusto V, Nolan CJ, Gupta D, Jetton TL, Latour MG, Peshavaria M, 
Madiraju SR, Joly E, Peyot ML, Prentki M, Leahy J: Islet beta cell failure in the 60% 
pancreatectomised obese hyperlipidaemic Zucker fatty rat: severe dysfunction with altered 
glycerolipid metabolism without steatosis or a falling beta cell mass. Diabetologia 
52:1122-1132, 2009 
 
Supplemental figure legends 
Suppl. Fig.1. Oral glucose tolerance in ND, LDR and HDR mice. (A-D) Oral glucose 
tolerance test (OGTT). Blood glucose (A) was measured at times 0, 15, 30, 60, 90 and 120 
min in response to an oral glucose administration (1g/kg) in 6h-fasted mice. (B) Area under 
the curves (AUC) of the 0-120 min glycemic responses. (C-D) Blood glucose levels at time 
0 (C) and a time 120 min (D) of the OGTT. Means ± SE of 13-14 animals per group. 
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 ND versus LDR or HDR; 
§
P<0.05, 
§§
P<0.01 LDR versus 
HDR; one-way (B-D) or two-way ANOVA (A), with Bonferroni post hoc test.   
 
Suppl. Fig.2. mRNA expression of selected genes related to glucose and lipid metabolism. 
Gene expression was measured in islets from ND, LDR and HDR mice using real-time RT-
PCR. Genes were grouped by function. (A) Glucose metabolism and transcription factors: 
forkhead box A2 (Foxa2/HNF-3 ), pyruvate carboxykase (PC), glucokinase (Gck), glucose 
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transporter 2 (GLUT-2), pancreas-duodenum homeobox-1 (PDX-1), v-maf 
musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog A (Maf-A) and NK6 homeobox-1 
(Nkx6.1). (B) Insulin biosynthesis and exocytosis: preproinsulin-2 (preproins), insulin-2 
(Ins-2), synaptosomal-associated protein 25 (SNAP-25) and syntaxin-1a (STX-1a). (C) 
Fatty acid oxidation and lipolysis: peroxisome proliferator-activated receptor-  (PPAR- ), 
PPAR- -coactivator-1  and -1  (PGC-1  and -1 ), uncoupling protein-2 (UCP-2), 
malonyl-CoA-decarboxylase (MCD), carnitine palmitoyltransferase-1a (CPT-1a) and acyl-
CoA oxydase-1 (ACOX-1), adipose triglyceride lipase (ATGL) and hormone-sensitive 
lipase (HSL). (D) lipogenesis: acetyl-CoA carboxylase-1 and -2 (ACC-1 and ACC-2), 
diacylglycerol-O-acyltransferase-1 (DGAT-1), glycerol-3-phosphate acyltransferase-1 
(GPAT-1), stearoyl-CoA deasturase-1 (SCD-1), fatty acid transporter (FAT/CD36), 
lecithin-cholesterol acyltransferase (LCAT), sterol-O-acyltransferase (SOAT-1), liver-X-
receptor-  and - (LXR-  and - ), sterol regulatory element binding protein-1c (SREBP-
1c) and PPAR- . Results are expressed as percent of the ND group values and were 
normalized to actin. Means ± SE of 9-18 animals per group. LDR or HDR versus ND: 
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001; LDR versus HDR: 
§
P<0.05; one-way ANOVA- 
Bonferroni’s multiple comparison test.  
 
 
Supplemental Table 1  
PCR primer sequences used for Quantitative Real Time PCR.  
Primers: S, sense; AS, antisense.  
GENE 
 
GenBank accession no Primer sequences (5’-3’) 
ACC-1 NM_133360 
S: ATGTCCGCACTGACTGTAACC 
AS: TCCATAGCCGACTTCCATAGC 
ACC-2 NM_133904 
S: GAAGCCTCCTTCGAGTACCTG 
AS: GAGGAAGATGTGGTTGCAGTC 
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ACOX-1 NM_015729 
S: GCGTGGAACTTGACTTCTGTC 
AS: ACGGCTCTGTCTTGAATCTTG 
ATGL NM_025802 
S: TCCAAGGATGAGCTCATCCA 
AS: CCTCCTAAGGAATCGAAGTC 
-ACTIN NM_007393 
S: CATGGATGACGATATCGCTGC 
AS: GTACGACCAGAGGCATACAGG 
CD36 NM_007643 
S: AGGTCTATCTACGCTGTGTTCG 
AS: CAATGGTTGTCTGGATTCTGG 
CPT1a NM_013495 
S: GGTTCAAGCTGTTCAAGATAGC 
AS: ACCACATAGAGGCAGAAGAGG 
DGAT-1 NM_010046 
S: GAGCTATCCAGACAACCTGACC 
AS: AGCATCTCAAGAACTCGTCGT 
GCK NM_010292 
S: ATCTTCTGTTCCACGGAGAGG 
AS: GATGTTAAGGATCTGCCTTCG 
GLUT-2 NM_031197 
S: CTTGGTTCATGGTTGCTGAAT 
AS: GCAATGTACTGGAAGCAGAGG 
GPAT-1 NM_008149 
S: CGGAACTGAACTGGAGAAGTG 
AS: GATGAATTGCTGGTGCTCCTT 
HNF-3  NM_010446 
S: CTACGCCAACATGAACTCGAT 
AS: GGTGATGAGCGAGATGTACGA 
HSL NM_001039507 
S: GGCTCACAGTTACCATCTCACC 
AS: GAGTACCTTGCTGTCCTGTCC 
INS-2 NM_008387 
S: TGGAGGCTCTCTACCTGGTG 
AS: TCTACAATGCCACGCTTCTG 
LCAT NM_008490 
S: GGCTGCACTCTATGAAGATGG 
AS: TGAGGTGATCTGTCTCGTTCA 
LXR-  NM_013839 
S: GTTCTCCAGAGCCATGAATGA 
AS: GTTGCAGCCTCTCTACTTGGA 
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LXR-  NM_009473 
S: TCACCTACAGCAAGGACGACT 
AS: ATGGCGATAAGCAAGGCATAC 
Maf-A NM_194350 
S: GTGCTGGAGGATCTGTACTGG 
AS: ATGGTGGTGATGGTGATGG 
MCD NM_019966 
S: AGAAGATCAGCGAGTGTGAGG 
AS: AGTCAGAGCCACATGCAGAAC 
Nkx6.1 NM_144955 
S: CACGTTCTCTGGACAGCAAAT 
AS: TTGACCTGACTCTCCGTCATC 
PC NM_008797 
S: TGACTCTCTGCTCGTCAAGGT 
AS: AGGAACTGCTGGTTGTTGAGA 
PDX-1 NM_008814 
S: GGTATAGCCGGAGAGATGC 
AS: CTGGTCCGTATTGGAACG 
PGC-1  NM_008904 
S: TAGAGTGTGCTGCTCTGGTTG 
AS: GATTGGTCGCTACACCACTTC 
PGC-1  NM_133249 
S: GCTCTGGAAGGTGAAGACCTG 
AS: TCAAGCAGGAAGCTACTCTCG 
PPAR-  NM_011144 
S: AGAGAATCCACGAAGCCTACC 
AS: GGCCATACACAAGGTCTCCAT 
PPAR-  NM_011146 
S: ATCAGCTCTGTGGACCTCTCC 
AS: GGTCAGCTCTTGTGAATGGAA 
PREPROINS-2 NT_039437 
S: CAGTGCCAAGGTCTGAAGGT 
AS: TGTGTCCATCCATGACCAGT 
SCD-1 NM_009127 
S: GAAGCTGGTGATGTTCCAGAG 
AS: CCAGAGTGTATCGCAAGAAGG 
SNAP-25 NM_01142 
S: ATGGAGAAGGCTGATTCCAAC 
AS: CCATGAGAGAAGCATGAAGGA 
SOAT-1 NM_009230 S: CCACGGTTACAGCAAGAGTTC 
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AS: TGGTGGCAGTGTGTATGCTAA 
SREBP-1c NM_011480 
S: ATGCTCCAGCTCATCAACAAC 
AS: GAGGCCAGAGAAGCAGAAGAG 
STX-1a NM_016801 
S: GTGAGGAATTGGAAGACATGC 
AS: GCCTTGCTCTGGTACTTGACG 
UCP-2 NM_011671 
S: AGAGCACTGTCGAAGCCTACA 
AS: AGGCAGAAGTGAAGTGGCAAG 
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Mise en contexte de l’article 3 
 
La cause principale de la pandémie d’obésité qui survient actuellement dans le 
monde est une augmentation de la sédentarité des populations de concert avec une 
consommation excessive de nourriture riche en calories. L’obésité entraîne une 
augmentation du risque de développer entre autres des maladies cardiovasculaires ou le 
DT2 (Bleich et al, 2008). 
 Depuis les 20 dernières années, les mécanismes impliqués dans le développement 
du DT2, plus particulièrement sur la fonction de la cellule β, ont fait l’objet d’une attention 
grandissante. Il est maintenant clair que le métabolisme mitochondrial et le métabolisme 
des lipides jouent un rôle important dans la régulation de la sécrétion d’insuline (Prentki et 
Nolan, 2006; Fex et al, 2009; Kruit et al, 2010; Robson-Doucette et al, 2011; Prentki et 
Madiraju, 2012). De ce fait, un débalancement de ces mécanismes serait en cause dans le 
développement de la dysfonction de la cellule β et du DT2 chez l’homme. 
La souris DIO est un modèle nutritionnel de progression vers le DT2. Dans l’article 
2, nous avons mis en lumière une hétérogénéité du gain de masse corporelle des souris 
C57BL/6 soumise à une diète riche en gras. Nous avons donc séparé notre population DIO 
en répondants faibles (LDR) et forts (HDR) à la diète en ce qui a trait au gain de masse 
corporelle suite aux 8 semaines de diète. Nous avons démontré que la souris LDR 
développe une hyperglycémie légère et une atteinte métabolique intermédiaire alors que la 
souris HDR est plus hyperglycémique et montre les signes d’altérations métaboliques plus 
sévères. Les deux phénotypes démontrent une diminution de la SIIG, une diminution de la 
production d’ATP en réponse au glucose, et une perturbation marquée du métabolisme des 
lipides (Peyot et al, 2010). 
L’AMPK étant un senseur de l’état énergétique de la cellule β activé par une 
augmentation des niveaux d’AMP, nous avons testé l’hypothèse selon laquelle la 
signalisation de cette voie est modifiée suite à une prise calorique supérieure chez les souris  
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DIO. De plus, le métabolisme mitochondrial des lipides (β-oxydation) étant augmenté chez 
les souris HDR, nous avons examiné si une dysfonction mitochondriale pouvait contribuer 
au défaut de SIIG. Enfin, des études récentes par le laboratoire du Dr Biden ont démontré 
que la protéine PKC  serait importante dans la régulation négative de la SIIG en situation 
de dyslipidémie, plus particulièrement en altérant la lipolyse. Nous avons donc cherché à 
savoir  si cette protéine est modulée par la diète riche en gras chez les souris DIO. 
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Article 3 
Pancreatic β-cell dysfunction in a stratified model of diet-induced obesity: 
study of the role of AMP-kinase, protein kinase C  and mitochondrial 
metabolism 
Emilie Pepin, Marie-Line Peyot, Julien Lamontagne, Roxane Lussier, Marco 
Pineda, S.R. Murthy Madiraju, Erik Joly, Marc Prentki 
Montreal Diabetes Research Center (MDRC), the Centre de Recherche du CHUM, 
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Abstract:  
 
The DIO mouse model stratified in low responders (LDR) and high responders (HDR) to 
the high fat diet allows the study of different phases in the development of type 2 diabetes 
(T2D). Previous work has shown that LDR mice have a milder β-cell dysfunction, while 
HDR mouse islets show more advanced metabolic perturbations. HDR vs LDR islets 
exhibit a more defective glucose-induced insulin secretion in association with additional 
alterations in islet lipid metabolism, notably an increase in free fatty acid oxidation and free 
cholesterol level.  Islet glycerolipid/free fatty acid (GL/FFA) cycling is defective in both 
DIO groups. The goal of the present study was to gain insight into the molecular basis of β-
cell failure in diabetes and the mechanisms responsible for altered β-cell function in DIO 
islet. O2 consumption of LDR and HDR islet is unaltered, whereas only HDR islets show 
mitochondrial hyperpolarization in response to high glucose. The expression of islet protein 
kinase C , an enzyme thought to be implicated in the control of GL/FFA cycling, is 
elevated in both DIO groups. The phosphorylation state of AMP-kinase is markedly 
reduced in DIO islet, particularly in the HDR group. HDR islets have more elevated 
inactivated ACC and increased active HMGCR which can be correlated to the observed 
increase in β-oxidation and increased free cholesterol deposition, respectively. In 
conclusion, fuel surfeit induced alteration in AMPK and PKC  signaling may contribute to 
β-cell dysfunction and the development of diabetes in the DIO mouse model. 
 
Introduction: 
 
The modern lifestyle characterized by unlimited access to high-caloric food and insufficient 
physical exercise is the main cause of obesity
1
. It is associated with dyslipidemia and 
increased risk of complications such as cardiovascular disease, cancer or type 2 diabetes 
(T2D). T2D mellitus is caused by a glucose homeostasis deregulation due to insulin 
resistance of peripheral tissues and defective compensatory insulin secretion.   
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The study of genetic rodent models, such as the ob/ob and db/db mice, and the Zucker 
Diabetic Fatty (ZDF) rat highlighted the interconnection between insulin resistance and β-
cell compensation in T2D
2-4. More recently, β-cell specific knock-out mice have shown the 
importance of β-cell mitochondrial and lipid metabolisms5-9, as well as AMP-activated 
protein kinase (AMPK)
10 
and protein kinase C (PKC)
11
 signaling pathways in the regulation 
of insulin secretion. Chronic lipid administration to pancreatic β-cells has been associated 
with decreased insulin gene expression
12, 13
 and insulin secretion
14, 15
. A growing body of 
evidence points to dyslipidemia and excess fuel availability as the origin of β-cell 
dysfunction in T2D.     
The diet-induced obese (DIO) mouse is a model of mild diabetes caused by excess caloric 
intake from high fat-containing diet that mimics the human modern lifestyle. The DIO mice 
gradually develops hyperglycemia
16
 and have a defective glucose-stimulated-insulin 
secretion (GSIS)
17, 18
. A recent study by our group showed that not all C57BL/6 DIO mice 
have the same eating behavior, leading to an important heterogeneity in weight gain among 
the mice. Therefore, the DIO mice were stratified in two groups, the low diet responder 
(LDR) and the high diet responder (HDR), which provided a new model to study different 
phases in the development of T2D and obesity-linked β-cell dysfunction. The LDR mice 
have a mild phenotype showing β-cell compensation while the HDR mice, which gain the 
most weight, have a more advanced β-cell dysfunction showing greater metabolic and 
insulin secretion alterations. In comparison to human T2D, the LDR mice resemble ‘pre-
diabetes’ while the HDR mice could be considered as ‘early diabetic’. We have shown that, 
in accordance with previous studies
16, 19-21
, the DIO mice are hyperglycemic and insulin 
resistant. However, while the LDR mice show increased protein content without apparent 
increase in β cell proliferation or mass, the HDR mice have hyperinsulinemia and 
decreased glucose tolerance, and partially compensate for the insulin resistance by 
increasing β-cell proliferation and mass. We observed in both LDR and HDR mice altered 
β-cell function with defective glucose- and KCl-stimulated insulin secretion, and an 
alteration in mitochondrial homeostasis indicated by a decrease in glucose-stimulated ATP 
content and an increase in uncoupling protein 2 (UCP2) expression. DIO islets have also 
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severe fatty acid (FA) metabolism alterations associated with β cell dysfunction: decrease 
in esterification and lipolysis and only in HDR mice an increase in FA oxidation and free 
cholesterol content that may in part explain the more altered GSIS of HDR vs LDR in vivo 
and ex vivo
22
. Thus, the comparison between LDR and HDR islets provides a unique model 
to identify the pathways responsible for early β-cell failure in the development of T2D.   
In order to gain further insight into the molecular mechanisms responsible for altered β-cell 
function and defective GSIS in the DIO mouse model, we undertook to study pathways 
linking glucose, FA and energy metabolism to insulin secretion. Because islets from DIO 
mice are chronically exposed to fuel excess, we hypothesized that key pathways or 
enzymes important for energy metabolism could be affected. First of all, AMPK is known 
to be activated by decreased cellular energy level
23
. It regulates FA oxidation and 
cholesterol metabolism through inhibitory phosphorylation of respectively acetyl-CoA 
carboxylase (ACC) and HMG-CoA reductase (HGMCR)
24
, and its regulation of the 
expression of SIRT-protein family also influences acetylation of proteins as well as 
mitochondrial and fatty acid metabolism
25, 26
. Thus, alteration in the AMPK signaling 
pathway could contribute to altered FA oxidation and free cholesterol levels observed in the 
HDR mice. Secondly, PKC  has been associated with inhibition of lipolysis and 
consequently GSIS of FA-exposed islets
11
. Since lipolysis and GSIS are downregulated in 
the DIO mouse islets, it suggests that PKC  activity could be increased. Finally, an 
alteration in mitochondrial homeostasis could be caused by the increased UPC2 expression 
observed in DIO mouse islets, and could explain the reduced levels of glucose-induced 
ATP and concomitant reduced GSIS. Enhanced UCP2 levels could also alter ROS 
production since this protein appears to be implicated in ROS detoxyfication
5
. Interestingly, 
H2O2 may act as a coupling factor in GSIS
27
. Overall, this study addresses the question as 
to how dyslipidemia can change β-cell signaling pathways for insulin secretion in a ‘pre-
diabetic’ vs ‘early diabetic’ mouse model and how this altered signaling modulates GSIS. 
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Material and methods:  
 
Material  Glucose-free RPMI 1640 media was purchased from Gibco (Burlington, ON). 
Fatty-acid free BSA and all chemicals, unless otherwise specified, were purchased from 
Sigma-Aldrich (St-Louis, MO). Rhodamine 123 was obtained from Molecular Probes 
(Burlington, ON). Cell culture supplies were purchased from Corning (NY, USA).  Protein 
concentration determination for immunoblotting was performed using a BCA kit (Pierce, 
Rockford, IL, USA).   
Animals and diets  Five-week old male C57BL/6 elite on a pure genetic background 
were purchased from Charles River Laboratories (Rawley, NC, USA). They were housed 
two per cages on a 12h light /dark cycle at 21
o
C with free access to water and standard diet 
(Teklad Global 18% protein rodent diet, 15% fat by energy, Harland Teklad, Madison, 
WI,). One week after arrival, mice were fed for 7 weeks with either the standard diet or 
HFD (Bioserv F-3282, 60% energy from fat, Frenchtown, NJ,). Body weight was measured 
weekly. Fed blood glucose was measured by portable glucometer (Contour, Bayer, 
Toronto, ON) at 6.5 weeks. All procedures were approved by the Institutional Committee 
for the Protection of Animals at the Centre de Recherche du Centre Hospitalier de 
l’Université de Montréal.  
Islet isolation and culture  Islets were isolated as described 
28
 with the exception that the 
enzyme Liberase TL (Roche Diagnostic, Laval, Qc) was used instead of collagenase XI. 
Islets were then incubated for 2h in RPMI complete medium supplemented with 10% FBS 
at 3 mM glucose for recovery. 
Mitochondrial membrane potential  Isolated islets were dispersed by trypsinization and 
cultured overnight on glass coverslips coated with poly-lysine (Sigma-Aldrich, Oakville, 
ON) in RPMI 5.5 mM glucose. Islet cells were starved for 2h in RPMI complete medium 
2.8 mM glucose and then loaded with 10μg/mL Rhodamine-123 in Krebs-Ringer 
bicarbonate buffer containing 10 mM HEPES (pH 7.4) (KRBH) supplemented with 2.8 
mM glucose and 0.5% BSA. Fluorescence intensity was measured by confocal microscopy 
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following incubations at 3 mM and 16 mM glucose (G), and at 3 mM glucose + 25 μM 
carbonyl cyanide 4-(trifluoromethoxy) phenylhydrazone (FCCP). 
Islet oxygen consumption measurements  Batches of 75 hand-picked islets were 
distributed to a 24-well Seahorse islet plate. Islets were preincubated for 40 min at 37
o
C 
without CO2 in KRBH supplemented with 0.07% BSA and 3 mM glucose before loading in 
a XF24 respiratory machine (Seahorse Bioscience). Oxygen consumption was measured 
after stimulation with 3 mM and 16 mM glucose.  
Immunoblotting  Isolated islets for total protein were washed three times with PBS, 
resuspended in protein lysis buffer (50 mM Hepes pH 7.5, 1% NP40, 2 mM activated 
sodium orthovanadate, 4 mM EDTA, 10 μg/mL aprotinin, 1 μg/mL leupeptin, 100 mM 
sodium fluoride, 10 mM sodium pyrophosphate, 1 mM phenylmethanesulfonylfluoride) 
and snap-frozen in liquid nitrogen. Isolated islets for stimulated protein were incubated for 
1h in KRBH containing 0.5% defatted BSA and 3 mM glucose. Islets were then incubated 
for 30 min in KRBH containing 0.5% defatted BSA and 3 or 16 mM glucose. Islets were 
then washed three times with PBS, resuspended in protein lysis buffer and snap-frozen in 
liquid nitrogen. Total protein extracts (15 μg) from ND, LDR and HDR islets were 
separated on 4-15% gradient SDS-PAGE (Biorad) and transferred to PVDF-Immobilon 
membranes (Millipore, Billerica, MA). Membranes were probed with antibodies against 
total-AMPKα, phospho-Thr172 AMPKα, total-ACC, phospho-Ser79 ACC, SIRT1, phospho-
Ser
872
 HMG-CoA reductase (Millipore, Billerica, MA), total-PKCε and total-LKB1 (Santa 
Cruz Biotechnologies, Santa Cruz, CA). Tubulin (Abcam, Cambridge, MA) was used as a 
loading control. Signals were detected using a HRP-labeled anti-rabbit IgG (Bio-Rad, 
Mississauga, ON) and SuperSignal West Pico chemiluminescent substrate (Thermo 
Scientific, Rockford, IL). Bands were quantified using Scion Image (Frederick, MD). 
Statistical analysis  Data are expressed as mean  SEM. Statistical significance was 
calculated with two-tailed unpaired Student’s t test or ANOVA with Tukey post hoc 
testing, as indicated. A p value of <0.05 was considered significant. 
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Results: 
Lack of decrease in mitochondrial function in DIO islets 
Mitochondria integrate and generate metabolic signals to ensure appropriate insulin 
secretion in response to fluctuating glucose concentrations. Studies in various mouse 
models of T2D
29-31
 and human islets from T2D donors
32
 revealed that mitochondrial 
dysfunction is associated with reduced insulin secretion and development of T2D
33
. A 
recent study implicated UCP-2 as a regulator of β-cell reactive oxygen species (ROS) level 
that modulates GSIS
5
. Since we previously found increased UCP-2 mRNA expression and 
decreased glucose-stimulated ATP levels in LDR and HDR islets
22
, we assessed 
mitochondrial function to determine whether it could be implicated in altered GSIS in DIO 
islets. First, mitochondrial membrane potential (Δψmito) measurements showed that HDR 
islets were hyperpolarized in response to 16 mM glucose while LDR Δψmito was similar to 
that of normal diet (ND) islets (Fig 1A). We then examined if this is associated with 
changes in glucose-induced O2 consumption. O2 consumption measurements in isolated 
islets revealed no change in basal and glucose-induced O2 consumption in islets of high-fat 
fed mice relative to ND islets (Fig 1B). Our previous work also showed similar glucose 
oxidation to CO2 in ND and DIO islets
22
. Overall, our observations do not indicate a major 
mitochondrial dysfunction in HDR or LDR islets but do not discount more subtle changes 
in uncoupling or ROS production. 
Altered AMPK signaling in the DIO islets 
AMPK activity is regulated in part by cellular AMP levels and by upstream kinases
23
.  Its 
activation has been associated with an increase in FA oxidation and decreased cholesterol 
biosynthesis by inactivation of ACC
34
 and HMGCR
35
 respectively.  Increased AMPK 
activity was also linked in isolated islets with decreased GSIS
36
 and lipolysis
37
. As our 
earlier studies indicated that glucose-induced ATP production is lowered in DIO mouse 
islets and because AMP/ATP ratio is important in the regulation of AMPK, we next 
checked the effect of high fat diet on islet AMPK expression and activity. Considering that 
HFD treatment causes fuel overload and that we observed reduced lipolysis and GSIS in 
both LDR and HDR islets, as well as increased FA oxidation and accumulation of free 
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cholesterol in HDR islets
22
, we also measured the levels of key proteins of the AMPK 
signaling pathway. We observed a significant increase in AMPK  protein level in the HDR 
mice (Fig 2D) but no change in the total protein levels of two AMPK targets, ACC and 
SIRT1 (Fig 2A and B), or its upstream kinase LKB1 (Fig 2C). We then measured as an 
index of AMPK activity phosphorylated AMPK levels in islets in response to increasing 
glucose concentration, and correlated AMPK activity with GSIS. In both ND and LDR 
islets, we observed that AMPK phosphorylation is decreased at elevated glucose 
concentration (16 mM), as shown previously
37
. However, in the HDR mouse islets, basal 
AMPK phosphorylation at 3 mM glucose itself is decreased significantly in comparison to 
both ND and LDR mouse islets and there was no significant decrease in AMPK 
phosphorylation by elevated glucose levels (Fig 2E). Decreased basal AMPK 
phosphorylation is also seen in the LDR group as compared to ND mouse islets, although it 
did not reach statistical significance, and this change is much less prominent than in HDR 
islets. Therefore, the basal activity of the islet AMPK pathway is decreased by the high fat 
diet and this effect is marked in HDR islets such that there is an almost loss of glucose-
regulated AMPK activity in this group (Fig 2F).  
We also measured the phosphorylation levels of two AMPK target proteins: ACC and 
HMGCR (an index of their activity since phosphorylation by AMPK reduces their 
activities). First, we observed that the phosphorylation state of ACC in the various islet 
groups does not match the changes observed for phosphorylated AMPK (Fig 2G). 
Moreover, while ACC phosphorylation is similar at low and high glucose in ND and LDR 
islets, we observed an increase in ACC phosphorylation at high glucose in HDR islets. 
Second, HMGCR phosphorylation levels in ND islets indicate that the phosphorylation of 
this protein is not regulated by glucose in this tissue (Fig 2H). We also observed that 
HMGCR phosphorylation is similar in ND and LDR. However, HDR islets show a 
prominent 50% decrease in HMGCR phosphorylation levels, which correlate with the 
decreased phosphorylated AMPK in this group.  
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Increased PKC  expression in DIO islets 
PKC  is thought to be a negative regulator of insulin secretion. A study by Cantley et al 
demonstrated that PKC -KO islets have increased GSIS and lipolysis after prolonged (48-
72h) exposure to elevated levels of FA
11
. Since we observed a decreased GSIS and lipolysis 
in the DIO islets
22
, we examined the expression levels of PKC . We found that the protein 
levels were increased more than two fold in LDR and HDR islets in comparison with ND 
islets (Fig 3). 
 
Discussion: 
 
In the β-cell, mitochondrial metabolism integrates signals from glucose, fatty acids and 
amino acids to illicit proper insulin release. As fuels are oxidized, reducing equivalents 
provide electrons to the electron transport chain, causing mitochondrial membrane 
hyperpolarization which drives ATP production by the ATP synthase
38
. Mitochondria from 
diabetic patients show both structural and functional abnormalities
39
, which could probably 
lead to alteration in mitochondrial function and metabolism. Because of the severe 
perturbations in FA metabolism observed in the DIO islets
22
, and in order to better 
understand the metabolic pathways underpinning the secretory dysfunction in these islets, 
mitochondrial homeostasis parameters were measured. A decrease in glucose-induced ATP 
content was observed in LDR and HDR islets
22
. This decrease could be caused by three 
mechanisms: first, a decrease in the proton flux to the mitochondrial inter-membrane space; 
second, an increase in uncoupling; or third, a decrease in ATP synthase activity (Fig 4).  
Firstly, Δψmito results indicating HDR mitochondrial hyperpolarization at high glucose 
should be discussed
22
. It could reflect more proton pumping out of the mitochondria for 
more ATP production. As such it could reflect a compensation mechanism by which the 
HDR islets try to secrete more insulin to face increased insulin resistance, and to 
compensate another defect in the GSIS process. Alternatively it could be due to fewer 
protons reentering the mitochondrion via ATP synthase complex (see below) with resulting 
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reduced ATP production. Interestingly, Wikstrom et al
40
 observed an increased number of 
hyperpolarized mitochondria following a 24h glucolipotoxic treatment of dispersed islet β-
cells, suggesting that hyperpolarization could be associated with β cell dysfunction under 
certain conditions. Also, we observed that HDR islets show an increase in FA oxidation 
compared to LDR and ND, without a change in glucose oxidation
22
, which could lead to an 
increase in the shuttling of protons into mitochondrial inter-membrane space. This could 
explain the increase in Δψmito observed in the HDR islets, but does not explain the decrease 
in glucose-induced ATP levels seen in LDR and HDR islets.  
Secondly, could this decrease in the glucose induced rise in ATP levels be attributed to 
increased mitochondrial uncoupling? This was suggested by the observed elevated UCP2 
mRNA expression levels in DIO islets
22
. However, a recent publication revealed that UCP2 
may not be a mitochondrial uncoupler but rather would control ROS generation in β cell5, 
suggesting that increase in UCP2 does not lead to uncoupling. Moreover, we observe 
normal glucose-induced respiration in DIO islets, which would be expected to be increased 
with mitochondrial uncoupling. Unchanged respiration has also been observed in 
hepatocytes of HFD-fed rats, so it seems than changing the respiratory capacity is not a 
mechanism by which HFD changes the homeostasis of the cell
41
. Therefore, with the state 
of our present data we have no evidence of increased uncoupling of islet cells induced by 
the HFD. However, to be conclusive in subsequent study we should directly measure ATP 
production and uncoupling in isolated islets at low and high glucose by measuring O2 
consumption of islets in the absence and presence of oligomycin which inhibits ATP 
synthase and antimycin plus rotenone which inhibit complexes of the electron transport 
chain.  
Thirdly, the enhanced mitochondrial polarization of HDR islets and the decrease in 
glucose-stimulated ATP levels in DIO islets could be due to a diminution in ATP synthase 
activity (with less proton reentering the mitochondrion). Interestingly, a study of lean, 
insulin-resistant offspring of patients with type 2 diabetes has shown an increase in 
intramyocellular lipid levels associated with a decrease in ATP production
42
. Therefore, the 
possibility also exists that the decrease in glucose-induced rise in ATP levels originates 
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from a decrease in ATP synthesis. The measurement of ATP synthase activity could 
provide further evidence in how increased Δψmito translates into decreased ATP in the DIO 
islets. 
Altered mitochondrial ROS production could also contribute to β-cell dysfunction in DIO 
islets. Notably, a growing body of evidence suggests a role for ROS as ‘second-messenger 
signal’ to regulate GSIS43, and UCP2 would act as a negative regulator of mitochondrial-
derived ROS 
5, 44-46
. However, despite a large number of in vitro
44
 and in vivo
5, 45, 46
 studies, 
there is still controversy about the effect of UCP2 on the regulation of GSIS and the 
absence of specific and reliable tools to measure different reactive oxygen species leaves 
this question unanswered. 
Thus, as a continuation of this work and to conclusively determine whether DIO islets show 
some mitochondrial dysfunction or altered ROS production, in future studies we will 
directly measure uncoupling, ATP production and ROS levels in the islets of normal and 
high fat fed mice.  
The energy sensor protein AMPK is activated either by Ca
2+
-dependent pathways, or by an 
increase in the AMP/ATP ratio (hypoxia, decrease fuels)
47
. Its role is to activate energy-
producing and to inactivate energy-consuming pathways by altering protein activity or gene 
expression
23. AMPK phosphorylation inactivates ACC and HMGCR to promote FA β-
oxidation
24
 and reduce cholesterol biosynthesis
48
, respectively. AMPK activation has been 
associated with reduced GSIS in β-cells and islets36, 49 and with reduced β-cell 
proliferation
50
. Among the islet proteins of the AMPK signaling pathway that we have 
examined, AMPK itself is the one most changed by the HFD. Despite an increase in the 
total AMPK protein level in DIO islets, the AMPK activity (as indicated by its 
phosphorylation state) is decreased in LDR islets and even more in HDR islets. This 
suggests that the portion of active AMPK relatively to the total pool of the protein is 
gradually declining as the β cell dysfunction worsens. Moreover, as a consequence of the 
reduced basal activity, the glucose-regulated AMPK activity is largely lost in the HDR 
islets, which correlates with the more defective GSIS in HDR compared to LDR islets. We 
also observed dissociation between AMPK phosphorylation and ACC phosphorylation 
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which is unique to the HDR islets. Interestingly, such dissociation has also been observed 
in normal muscle undergoing prolonged exercise, where there is a shift in fuel utilization 
from glucose to FA
51, 52
. The reason for this dissociation is unclear. Maybe 
unphosphorylated AMPK shows some activity and because total AMPK level is increased 
in the HDR islets, perhaps the higher total AMPK level explains this dichotomy. 
Nevertheless, the increased ACC phosphorylation state in HDR islets is indicative of a 
decrease in malonyl-CoA production that would favor an increase in β-oxidation as we 
previously observed
22
. Moreover, it has been shown that the protein phosphatase PP2a is 
induced by glucose
53
 and would activate ACC in β cells54. It would be relevant to verify 
whether PP2a activation by glucose is modulated by HFD and could explain the 
dissociation of the AMPK/ACC signaling pathway. On the other hand, even though glucose 
regulates AMPK activity and HMGCR activity is regulated by AMPK, we observed that 
HMGCR phosphorylation i.e. activity is not regulated by glucose in islets. In addition, we 
observed in HDR islets that the enhanced activity of HMGCR, as evidenced from the 
reduced phosphorylation state, possibly due to the inhibition of the AMPK pathway, is a 
unique feature of this islet group. This could contribute to the increase in cholesterol levels 
observed in those islets
22
.  
Overall, the results show a pronounced alteration in AMPK signaling and two of its key 
target enzymes (ACC and HMGCR) in HDR islets. The observed changes in ACC and 
HMGCR phosphorylation fit with our previous observation of enhanced fat oxidation and 
enhanced free cholesterol deposition in “early-diabetic” HDR islets22. However, changes in 
phosphorylation of other AMPK targets such as lipases could contribute to the additional 
alterations in lipogenesis, lipolysis
22
 and GSIS (Fig 4). Interestingly, increased cholesterol 
levels in β-cell decreases insulin exocytosis and membrane fluidity8. We suggest that this 
increase in cholesterol levels observed in the β cell could participate to the very defective 
GSIS and β-cell failure of HDR mice. Thus, we hypothesize that chronic reduction in basal 
AMPK activity plays a causal role in β-cell dysfunction of DIO islets by promoting 
alterations in lipid metabolism (cholesterol synthesis, lipogenesis and lipolysis pathways). 
The reduced AMPK activity could also be responsible for the enhanced β-cell mass of the 
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HDR islets
22
 since AMPK activity is inversely correlated with cell growth in various 
systems
55, 56
 including the ß-cell
57
. The latter needs further investigation in DIO islets in our 
laboratory. 
FA metabolism in the pancreatic β-cell is known to potentiate GSIS. In fact, through the 
glycerolipid/free fatty acid (GL/FFA) cycle, production of lipid-signaling molecules (eg.: 
DAG, MAG, FA-CoA) is thought to activate different signaling cascades
58
. The identity of 
those molecules and their mode of action are still misunderstood, but it has been well 
established that alteration of the GL/FFA cycle affect GSIS
9, 28, 59, 60
. Moreover, altered FA 
partitioning from esterification to β-oxidation has emerged as a protective mechanism 
against the toxic effects of FA accumulation, decreasing the intracellular level of lipid 
signaling molecules and therefore insulin secretion, and thus preventing β-cell exhaustion. 
Members of the PKC family are activated by increased DAG levels. PKC  has been 
recently identified as a negative regulator of FA lipolysis and GSIS in conditions of excess 
lipids in pancreatic β-cells11. PKC -KO mice fed a high-fat diet show increased insulin 
secretion with improvement of glucose-regulated lipid partitioning in the β-cell61. In the 
DIO model, the decrease in GSIS is associated with a decreased GL/FFA cycling, and a 
concomitant increase in β-oxidation in the HDR islets22. Interestingly, we observed a two-
fold increase in PKC  levels in LDR and HDR islets. This suggests a possible implication 
of PKC  in the early changes leading to the secretory dysfunction and altered lipid 
partitioning observed in both LDR and HDR islets (Fig 4). Experiments with PKC  
inhibitor or molecular tools should be used to directly test this possibility. It also reinforces 
the hypothesis of Cantley et al that PKC  could act as a negative regulator of GSIS in 
presence of FA. DAG level quantification in DIO islet could help in the determination of 
the mechanism(s) involved in defective GSIS observed in high fat fed mice since many 
PKC enzymes, in particular PKC  are activated by DAG. It should be noted that PKC  
targets related to insulin secretion are currently not well established. It is therefore still 
unclear how PKC  regulates GSIS and lipid metabolism.  
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In conclusion (see Fig 4), this study shows that β-cell failure in HDR DIO islets is 
associated at basal glucose with a very pronounced reduction in AMPK phosphorylation 
state, an index of AMPK activity. This likely explains the lack of glucose responsiveness of 
the enzyme. The chronically reduced AMPK activity may be causal in inducing a number 
of observed alterations or changes in DIO-HDR islets, including reduced HMGCR 
phosphorylation and free cholesterol production, as well as enhanced β-cell growth. Our 
current work does not show major alterations in mitochondrial metabolism in HDR islets 
but further study is required to determine if more subtle changes in mitochondrial 
uncoupling, ATP production or ROS levels occur in these islets. Finally, we observed an 
enhanced expression level of PKC  in DIO islets that could be linked to altered TG/FFA 
cycle and lipolysis in DIO islets. Additional work is required to directly test this view.  
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Figure legend: 
 
Figure 1:  Mitochondrial function is not altered in DIO islets. (A) Δψmito measured by 
Rhodamine123 fluorescence intensity in dispersed islets from ND, LDR and HDR mice. 
Δψmito was initially measured at 3 mM glucose to set a baseline (not shown). Membrane 
polarization was then induced by incubation at 16 mM glucose. Complete depolarization 
was induced using 25 μM FCCP to confirm cell responsiveness. Data were normalized to 
the baseline fluorescence level. Represented on graph is the mean of 6 (ND) or 5 (LDR and 
HDR) mice. SEM is 0.004 for ND and LDR, and 0.006 for HDR. *** ρ ‹ 0.0001 vs ND. 
One-way Anova, repeated measures, Tukey post-hoc test. (B) Mitochondrial O2 
consumption measured with the XF24 respiratory machine. Baseline O2 consumption was 
established by incubating the islets at 3 mM glucose. Glucose-induced respiration was 
measured after islet stimulation at 16 mM glucose (16G). Depicted on graph are 
measurements after a steady-state was reached. Graph represents the mean ± SEM of 7 
(ND) or 8 (LDR and HDR) mice.        : ND;       : LDR;         : HDR. 
 
Figure 2: Dissociation of AMPK activity from ACC and HMG-CoA reductase 
activities in the DIO islets. (A-D) Total protein level of AMPK signaling pathway 
members. Proteins from non-treated isolated islets were resolved by SDS-PAGE and 
membranes were probed with antibody against T-ACC (A), T-SIRT1 (B), T-LKB1 (C) and 
T-AMPKα (D). Tubulin was used for normalization. Graph represents the mean ± SEM of 
n = ND (6-26), LDR (11-26), HDR (7-22). * ρ ‹ 0.05 vs ND, ANOVA. (E-H) Glucose 
modulation of the AMPK signaling pathway. Proteins from islets treated at 3 mM or 16 
mM glucose for 30 min were resolved by SDS-PAGE and membranes were probed with 
antibody against P-Thr
172 
AMPKα (E and F), P-Ser79 ACC (G) and P-Ser872 HMG-CoA 
reductase (H). Tubulin (E, G and H) or T-AMPK  (F) were used for normalization. Data 
are expressed as % of ND 3G. Graph represents the mean ± SEM of n = ND (7-13), LDR 
(9-19), HDR (6-8). ND group was not considered for statistical analysis. * ρ ‹ 0.05 ** ρ ‹ 
0.01 vs 3G for the same islet group, ANOVA; # ρ ‹ 0.05 vs LDR, t-Test; $ ρ ‹ 0.05 for 
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HDR vs LDR of the same glucose concentration, ANOVA. ND: white; LDR: gray; HDR: 
black. 
 
Figure 3: Increased PKC  level in DIO islets. Proteins from non-treated isolated islets 
were resolved by SDS-PAGE and membranes were probed with antibody against T-PKCε. 
Tubulin was used for normalization. n = ND (8), LDR (13), HDR (10). ND group was not 
considered for statistical analysis. 
 
Figure 4: Model depicting the possible mechanisms responsible for the decreased 
GSIS observed as hyperglycemia develops in the DIO mouse model. Development of 
hyperglycemia in the DIO mouse model is characterized early on (both observed in LDR 
and HDR islets) by an increase in PKC  protein which, with the elevated FA acid levels, 
might contribute to the increase activity of the pathway associated with decreased lipolysis 
and reduced insulin secretion. AMPK signaling pathway is also reduced, particularly at low 
glucose, and this may contribute to the activation of HMGCR (observed only in HDR 
islets) and the accumulation of intracellular cholesterol. Notably, cholesterol accumulation 
has been associated with reduced insulin secretion by the pancreatic β-cell. Additionally, 
glucose induced rise in ATP is reduced in both LDR and HDR islets, an effect that may be 
due to mild uncoupling, or reduced ATP synthase activity. Enhanced fat oxidation may lead 
to a buildup of reducing equivalent in the mitochondrion, mitochondrial hyperpolarization 
and exaggerated ROS production that could inhibit insulin secretion. Dotted lines show 
hypothetical mechanism. Dashed lines show indirect consequences. Green arrows indicate 
an increase while red arrows indicate a decrease.  
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Chapitre 7. Discussion  
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La cellule β pancréatique sécrète l’insuline en réponse au glucose, aux acides gras  
et aux acides aminés. Au cours des dernières années, notre laboratoire a publié plusieurs 
études montrant que les acides gras ont la capacité de potentialiser la sécrétion d’insuline 
induite par le glucose via leur métabolisme, particulièrement via le cycle TG/FA (Peyot et 
al, 2004; Nolan et al, 2006; Peyot et al, 2009). Les acides gras potentialisent aussi la 
sécrétion d’insuline via le récepteur membranaire GPR40 (Latour et al, 2007). Par contre, 
peu d’études ont tenté d’identifier l’implication du métabolisme des acides gras dans la 
régulation négative de la sécrétion d’insuline. Ces mécanismes de régulation négative 
pourraient remplir différents rôles dans une situation physiologique normale ou 
physiopathologique. En situation normale, ces mécanismes permettent un ajustement rapide 
de la sécrétion d’insuline suite à l’ingestion d’un repas en limitant par exemple la durée et 
l’amplitude de la sécrétion, afin de prévenir des épisodes d’hyperinsulinémie et ainsi 
assurer le maintien d’une glycémie normale. En effet, l’hypersécrétion de l’insuline 
pourrait entraîner des épisodes d’hypoglycémie très dommageables entre autres pour le 
cerveau dont le nutriment principal est le glucose sanguin. Dans un contexte 
physiopathologique tel le pré-diabète lié à l’obésité, l’abondance de nutriments dont les 
acides gras donne lieu à une sur-stimulation de la cellule β. Les mécanismes de régulation 
négative de la sécrétion viendraient ainsi contrôler la sécrétion d’insuline et permettraient 
d’éviter l’épuisement de la cellule β. 
Les travaux réalisés au cours de cette thèse de doctorat ont mis en lumière des voies 
métaboliques, impliquées dans le métabolisme des acides gras, ayant un rôle inhibiteur de 
la sécrétion d’insuline dans un contexte normal ou pathologique. Tout d’abord, la protéine 
SCHAD, une enzyme impliquée dans l’oxydation des acides gras, assure une régulation 
négative de la sécrétion d’insuline grâce à sa double fonction comme enzyme impliquée 
dans l’oxydation des acides gras à chaîne courte et enzyme régulatrice de l’activité de la 
GDH. Ceci sera discuté en profondeur à la prochaine section. Ensuite, l’augmentation de 
l’expression de PKC  et la diminution d’activité de la voie AMPK pourraient contribuer à 
la diminution de la sécrétion d’insuline induite par le glucose (SIIG) dans les îlots de souris 
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DIO en altérant le métabolisme des lipides, mécanismes pouvant être bénéfiques pour la 
cellule β et contribuer à sa survie. 
 
7.1 SCHAD, une protéine assurant une régulation négative de 
la sécrétion d’insuline: mécanisme potentiellement impliqué  
Jusqu’à maintenant, cinq cas de mutations inactivatrices de SCHAD chez l’humain 
ont été rapportés. Ces patients souffrent d’hyperinsulinémie et d’hypoglycémie, et 
présentent une accumulation de deux métabolites particuliers : le 3-hydroxybutyryl-
carnitine dans le sang, et le 3-hydroxyglutarate dans l’urine.  Dans une première étude, 
nous avons tenté d’identifier le/les mécanismes par lesquels SCHAD régule négativement 
la sécrétion d’insuline.  
Pour réaliser cette étude, nous avons utilisé les outils de biologie moléculaire que 
sont les ARN interférants (RNAi). Plus particulièrement, nous avons utilisé deux formes de 
RNAi : les shRNA, qui sont produits par un vecteur d’ADN transfecté dans la cellule, et les 
siRNA, qui sont des duplexes d’ARN interférants transfectés directement dans la cellule. 
Lorsque nous avons débuté cette étude, la technologie de RNAi était alors relativement 
nouvelle et peu de compagnies avaient commercialisé des siRNA ou shRNA fonctionnels. 
Nous avons donc dû établir nous-même la séquence de ces RNAi dirigés contre SCHAD et 
des RNAi témoins (séquence aléatoire). Nous avons utilisé la méthode d’électroporation 
‘Nucleofector’ afin de transfecter nos cellules avec nos constructions shRNA et siRNA. 
Cette méthode de transfection avait été nouvellement implantée dans le laboratoire et nous 
permettait d’atteindre une efficacité de transfection de plus de 80% pour la lignée cellulaire 
INS832/13.   
Comme attendu, une diminution d’expression de SCHAD d’environ 80% par 
siRNA ou shRNA a augmenté la sécrétion d’insuline induite par le glucose (SIIG) mimant 
ainsi l’effet retrouvé chez les patients atteints par une mutation de SCHAD. Par contre, 
cette augmentation n’était pas modulée par l’effet potentialisateur des acides gras. La 
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diminution de l’expression de SCHAD a aussi augmenté la sécrétion d’insuline induite par 
les acides aminés (leucine et glutamine).  Cette diminution d’expression n’a pas diminué 
l’oxydation des acides gras à chaîne longue ou moyenne, soit le palmitate ou l’octanoate.  
De plus, les résultats de sécrétion d’insuline en réponse à un traitement à la L-carnitine 
suggèrent que des molécules d’acyl-carnitine à chaîne courte et moyenne s’accumulent en 
absence de SCHAD et contribuent à l’hyperinsulinémie. Enfin, nous avons démontré que la 
transamination de l’α-KG ou de l’alanine est une réaction importante du mécanisme par 
lequel SCHAD régule négativement la sécrétion d’insuline. Ces résultats nous ont permis 
de suggérer un mécanisme par lequel l’absence de SCHAD stimule la sécrétion d’insuline 
de deux façons (Figure 15). En absence de SCHAD, des molécules d’acyl-carnitine à 
chaîne courte ou moyenne s’accumuleraient et agiraient comme sécrétagogues en 
potentialisant la sécrétion d’insuline d’une manière encore inconnue (voir flèches vertes). 
De plus, les dérivés CoA de ces molécules inhiberaient l’activité de l’αKGD, ce qui 
permettrait une accumulation d’ KG pour des voies de transamination liées à la SIIG en 
plus de prévenir une augmentation exagérée du flux du cycle de Krebs et de production de 
GTP à haut glucose au niveau de la SCS. Le GTP n’augmentant peu ou pas, ceci 
permettrait une activité maintenue de la GDH, permettant la déamination oxydative du 
glutamate en KG, une voie connue pour potentialiser la sécrétion d’insuline par la 
glutamine, particulièrement en présence de leucine qui active la GDH (voir flèches fushia) 
(Pepin et al, 2010). De plus ceci permettrait le maintien du flux de la transamination par la 
retransformation du glutamate généré en KG. Il  est à noter que cette hypothèse pour 
expliquer nos résultats est basée sur l’observation que les dérivés du CoA à courte chaine 
sont capables d’inhiber la αKGDH in vitro (Lai et Cooper, 1991).  
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Figure 15. Mécanismes possibles de sécrétion d’insuline accrue en absence de SCHAD 
En fushia : En absence de SCHAD (HADHSC) l’accumulation d’acyl-CoA à chaînes courtes 
viendrait inhiber l’enzyme -cétoglutarate déshydrogénase (KGDH), entraînant une diminution du 
flux du cycle de Krebs et une diminution de la production de GTP. Le GTP étant un inhibiteur de 
l’enzyme glutamate déshydrogénase (GDH),  la diminution des niveaux de GTP permettrait une 
augmentation de l’activité de la GDH, entraînant un métabolisme du glutamate accru, permettant 
l’augmentation de la sécrétion d’insuline. Parrallèlement à ce mécanisme (en vert), les acyl-
carnitines à courtes chaînes pourraient stimuler la relâche des granules d’insuline par un mécanisme 
encore mal défini. KG : -cétoglutarate; Asp : aspartate; Gln : glutamine; Glu : glutamate; Leu : 
leucine; OAA : oxaloacétate; sc-FA-Carn : acyl-carnitine à chaîne courte; sc-FA-CoA : acyl-CoA à 
chaîne courte; Succ : succinate; Succ-CoA : succinyl-CoA. 
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7.2 SCHAD, une protéine multifonctionnelle qui contrôlant 
l’activité de GDH 
En parallèle avec notre étude, les publications de quatre autres laboratoires ont 
contribué à l’élaboration d’un mécanisme par lequel la diminution d’expression de SCHAD 
augmente la sécrétion d’insuline. Deux articles portent sur des études de diminution 
d’expression de SCHAD par siRNA ou shRNA en lignées cellulaires similaires à notre 
étude, alors que deux autres décrivent un modèle in vivo de délétion ubiquitaire de SCHAD. 
Il est à noter qu’aucun article dans le domaine n’avait été publié au moment où ce travail de 
thèse a commencé. 
Tout d’abord, les études avec des lignées cellulaires démontrent que 
l’hypersécrétion causée par la diminution d’expression de l’ARNm de SCHAD survient 
suite à une stimulation au glucose (Martens et al, 2007; Pepin et al, 2010) et aux acides 
aminés (Pepin et al, 2010). SCHAD semble aussi accentuer la sécrétion basale d’insuline 
(Hardy et al, 2007; Martens et al, 2007), ce que nous n’avons pas observé dans notre étude. 
Ces résultats sont en accord avec l’hyperinsulinémie chronique, plus accentuée de façon 
postprandiale, des patients porteurs d’une mutation de SCHAD répertoriés dans la 
littérature. De plus, le groupe de Martens et al, 2007 a observé une diminution d’environ 
25% de l’oxydation du palmitate, un acide gras à chaîne longue, alors que nous et une autre 
étude n’avons observé aucun changement (Hardy et al, 2007; Pepin et al, 2010). Le niveau 
d’expression en ARNm de SCHAD étant très largement supérieur aux autres enzymes de la 
β-oxydation, cette divergence dans les résultats peut être expliquée par les niveaux 
d’expression résiduelle variables de SCHAD obtenus suite au traitement aux divers RNAi. 
D’ailleurs, les études chez les patients porteurs de mutations démontrent que le phénotype 
observé est dépendant du degré d’inhibition de l’activité de SCHAD.  
Par la suite, les laboratoires de Schulz et Li ont généré et caractérisé des souris 
porteuses d’une inactivation ubiquitaire du gène HADHSC (SCHAD -/-). Ces souris ont 
des phénotypes très distincts. En effet, alors que Schulz et al, 2011 ont observé une 
 182 
 
augmentation de la SIIG dans les îlots SCHAD -/- venant confirmer nos résultats, Li et al, 
2010 ont observé une SIIG normale alors que l’exposition d’îlots à des concentrations 
élevées d’acides aminés augmente de façon importante la sécrétion d’insuline 
comparativement aux îlots de souris sauvage. La sécrétion en réponse aux acides aminés 
n’a pas été testée dans le modèle de Schulz. La différence de phénotype pourrait être causée 
par la différence dans le fond génétique des lignées de souris, la souris de Schulz étant une 
C57BL/6 purifié par rétrocroisement sur 6 à 10 générations, alors que la souris de Li 
possède un génotype mélangé de C57BL/6 et NIH Black Swiss sans rétrocroisement 
rapporté. Par ailleurs, les deux modèles in vivo, tout comme l’étude in vitro de Martens et 
al et les études cliniques de patients, démontrent l’accumulation d’hydroxyacyl à chaîne 
courte ou leurs dérivés carnitine dans le sang, l’urine ou même les tissus, indicateur d’une 
diminution de la fonction oxydative de SCHAD (Martens et al, 2007; Li et al, 2010; Schulz 
et al, 2011). Ceci est appuyé par des mesures de calorimétrie indirecte par Schulz et al, 
2011 qui démontrent que l’oxydation des acides gras est diminuée en absence de SCHAD, 
menant à l’accumulation d’espèces lipidiques à chaîne courtes. Enfin, des études 
d’interactions protéiques ont révélé que la protéine SCHAD se lie à l’enzyme GDH et 
diminue son efficacité envers son substrat, le glutamate (Figure 16) (Filling et al, 2008). 
Ainsi, en absence de SCHAD, l’activité de GDH est accrue, augmentant l’oxydation du 
glutamate et la sécrétion d’insuline, tout au moins par la glutamine. Le phénotype en 
absence de SCHAD s’apparente donc à celui des patients porteurs de mutations activatrices 
de GDH connues pour causer le syndrome d’hyperinsulinémie/hyperammonémie. La 
liaison de SCHAD à GDH n’affecte cependant pas la capacité du GTP à inhiber cette-
dernière (Li et al, 2010). SCHAD est donc une protéine multifonctionnelle dans la mesure 
où SCHAD peut à la fois catalyser l’oxydation des acides gras à chaîne courte et 
probablement régule l’activité de l’enzyme GDH (Figure 16). 
 
 
 
 183 
 
 
 
Figure 16.  La multifonctionnalité de SCHAD 
L’enzyme SCHAD catalyse la 3e étape de la β-oxydation des acides gras à chaîne courte. De plus, 
grâce à une interaction protéine-protéine, SCHAD régule négativement l’activité de GDH. Ainsi, 
chez les humains porteurs d’une mutation inactivatrice de SCHAD, l’activité de GDH se trouve 
augmentée ce qui contribue à l’hyperinsulinémie, en plus des molécules d’acyl-CoA et carnitine à 
chaîne courte qui s’accumulent et qui pourraient contribuer à l’augmentation de la sécrétion 
d’insuline. 
 
La démonstration par Li et al, 2010 de la régulation de GDH par SCHAD vient 
confirmer une partie de notre hypothèse selon laquelle l’inhibition de αKGDH par des acyl-
CoA à chaîne courte favorise l’export de l’α-KG, qui par transamination produit du 
glutamate, le substrat de GDH, qui, ayant une activité accrue, contribuera à augmenter la 
sécrétion d’insuline (Pepin et al, 2010). Une récente publication affirme que SCHAD 
inhibe la sécrétion d’insuline uniquement grâce à sa capacité à réguler allostériquement 
GDH (Martins et al, 2011). Nous ne partageons pas ce point de vue. Martins et al 
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démontrent que le nombre de molécules d’ARNm et l’activité de SCHAD seraient 
respectivement cinq et sept fois plus élevés que ceux de GDH dans une cellule normale 
(Martens et al, 2007). Ceci suggère que ce n’est pas l’ensemble des protéines SCHAD qui 
sont liées et impliquées dans la régulation de GDH. De plus, nos résultats ainsi que ceux de 
Martens et al, 2007 suggèrent que des acyl-carnitine, stimulateurs de la sécrétion 
d’insuline, sont produits de façon accrue lors d’une déficience en SCHAD. Le mode 
d’action de ces dérivés d’acide gras reste à être identifié, mais il se pourrait aussi que c’est 
par ce mécanisme que SCHAD contrôle la sécrétion d’insuline. Les évidences présentées 
jusqu’à maintenant suggèrent donc l’implication de ces deux fonctions de SCHAD dans la 
régulation de la sécrétion d’insuline, (modulation de GDH et production d’acyl-carnitine à 
courte chaîne) mais leur importance relative est encore mal comprise.   
SCHAD est donc un régulateur négatif de la sécrétion d’insuline induite par les 
acides aminés (glutamine plus leucine) en raison de son activité régulatrice de GDH. Les 
études avec des lignées cellulaires suggèrent que SCHAD serait aussi un régulateur négatif 
de la sécrétion d’insuline induite par le glucose mais ceci n’as été confirmé que dans une 
des deux études in vivo. D’où vient cette différence? Tout d’abord, le degré d’inhibition de 
l’expression en ARNm de SCHAD ne dépassait pas les 80% dans les études in vitro. 
L’étude de Martens et al, 2011 et les rapports cliniques de patients porteurs de mutations de 
SCHAD ont montré que la sévérité de l’hyperinsulinémie dépend du degré d’activité 
résiduelle de l’enzyme (Bennett et al, 2006; Martens et al, 2007; Martins et al, 2011). De 
plus, alors qu’un seul des patients diagnostiqués n’a subi un test de tolérance à un repas 
riche en protéines (montrant la sensibilité aux acides aminés), aucun patient n’a subi 
d’hyperglycémie provoquée intraveineuse (IVGTT, intravenous glucose tolerance test). Ce 
test aurait pu nous informer sur leur sécrétion d’insuline en réponse au glucose, car 
l’IVGTT est le test de référence pour la mesure de la sécrétion d’insuline chez l’humain. 
Enfin, bien que le modèle murin soit un modèle in vivo plus informatif au point de vue 
physiologique que les modèles in vitro, des mesures de SIIG en îlots humains SCHAD -/- 
seraient nécessaires pour élucider le rôle de SCHAD dans la régulation de la SIIG.  
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7.3 L’importance de SCHAD dans la régulation de la sécrétion 
d’insuline par la cellule β 
SCHAD est présent dans plusieurs tissus, mais son expression est particulièrement 
élevée dans la cellule β pancréatique relativement aux autres enzymes de la β-oxydation. 
Ceci suggère une fonction importante de SCHAD dans l’homéostasie métabolique de la 
cellule β. Les études de cas chez l’humain, chez les souris SCHAD -/- et les études avec des 
lignées cellulaires montrent qu’en son absence, la sécrétion d’insuline est augmentée de 1.5 
à 3 fois (Clayton et al, 2001; Molven et al, 2004; Hussain et al, 2005; Hardy et al, 2007; 
Martens et al, 2007; Pepin et al, 2010; Martins et al, 2011). L’action inhibitrice de SCHAD 
sur GDH permet un certain contrôle de la sécrétion d’insuline. GDH est une enzyme 
importante du métabolisme des acides aminés en catalysant l’oxydation du glutamate en 
αKG, et permettant ainsi l’entrée des carbones des acides aminés dans le cycle de Krebs ce 
qui contribue à la production d’ATP. La régulation adéquate de l’activité de la GDH 
semble importante pour la sécrétion d’insuline car une mutation activatrice de GDH 
entraîne une hypersécrétion d’insuline par la cellule β. Donc, de par son interaction avec 
GDH, SCHAD vient réguler négativement l’activité de GDH. Cependant, comme 
l’hyperinsulinémie lié à l’hyperactivation de GDH est caractérisée par une augmentation de 
plus de cinq fois de la sécrétion d’insuline par la cellule β et que l’absence de SCHAD est 
caractérisée par une hyperinsulinémie d’environ trois fois la normale, il semble que 
SCHAD ne soit pas la seule valve de sûreté contrôlant l’activité de GDH dans la cellule β 
(Palladino et Stanley, 2010). Ainsi les études récentes ainsi que notre thèse montrent que 
SCHAD est une enzyme au carrefour du métabolisme des acides gras et des acides aminés, 
et peut- être du métabolisme du glucose. Ce dernier point nécessite plus d’études.  
Nous avons donc démontré qu’en plus de son activité oxydative des acides gras, 
SCHAD agit comme protéine de surveillance contre l’hypersécrétion en situation 
d’abondance de nutriments dans une cellule normale. Ceci pourrait constituer une défense 
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contre l’épuisement de la cellule β dans le développement du DT2 ou une défense contre 
l’obésité elle même car l’hyperinsulinémie est liée à un gain de poids et au DT2. Il serait 
donc intéressant d’investiguer sa contribution à l’augmentation compensatoire de la 
sécrétion d’insuline en période pré-diabétique, mécanisme qui permet de pallier à 
l’augmentation de la résistance à l’insuline des tissus périphériques.  
 
7.4 Le rôle de SCHAD dans le métabolisme d’autres tissus en 
situation non-pathologique  
Le mécanisme par lequel SCHAD agit comme régulateur de la sécrétion d’insuline 
est maintenant mieux compris, cependant peu de choses sont encore connues sur 
l’importance de SCHAD dans d’autres tissus. Une diminution d’activité partielle de 
SCHAD décrite chez un patient a entraîné des symptômes similaires à une perte d’activité 
des autres enzymes de la β-oxydation, dont une hypoglycémie/hypocétonémie, une 
dysfonction hépatique et une encéphalopathie pouvant mener à l’apparition de convulsions 
(Bennett et al, 2006). Ceci indique que l’activité de SCHAD, comme attendu, est 
importante dans l’oxydation des acides gras de divers tissus. Par ailleurs, SCHAD étant un 
inhibiteur allostérique de GDH dans la cellule β, il occupe probablement la même fonction 
dans les tissus où ces deux enzymes sont exprimées. Cependant, l’hyperactivation de GDH 
dans le foie cause une hyperammoniémie qui n’est pas présente en absence de SCHAD, ce 
qui va à l’encontre d’une régulation de GDH par SCHAD dans cet organe (Palladino et 
Stanley, 2010). Enfin, l’étude de la souris SCHAD -/- générée par Schulz et al, 2011 
démontre que l’absence de l’enzyme cause une susceptibilité au froid dû à une incapacité 
du tissus adipeux brun à oxyder les acides gras à un rythme accéléré pour maintenir la 
température corporelle adéquate. Ces expériences suggèrent une contribution importante de 
la β-oxydation et de SCHAD dans l’homéostasie lipidique et thermique du corps.  
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7.5 L’implication de SCHAD dans le développement du DT2  
En plus de son rôle dans la régulation de la sécrétion d’insuline, SCHAD pourrait 
être impliqué dans l’induction de la résistance à l’insuline du muscle squelettique. En effet, 
le laboratoire du Dr Muoio (Koves et al, 2008; Bell et al, 2010) a suggéré que la résistance 
à l’insuline du muscle de souris soumises à une diète riche en gras ou chez des femmes 
sévèrement obèses (BMI=48), pourrait être due, au moins en partie, à une augmentation de 
l’oxydation incomplète des acides gras, entraînant l’accumulation d’acyl-CoA et d’acyl-
carnitine à chaîne moyenne et courte. Le mécanisme par lequel ces dérivés d’acides gras 
contribuent au développement de la résistance à l’insuline n’est pas encore connu, mais leur 
accumulation pourrait causer une acylation anormale de certaines protéines mitochondriales 
ou cytoplasmiques, et ainsi modifier le métabolisme intracellulaire (Koves et al, 2008). 
L’accumulation d’acyl-CoA ou -carnitine à chaîne moyenne et courte a été démontrée suite 
à une réduction d’activité de SCHAD (Martens et al, 2007). Il serait donc pertinent 
d’évaluer l’activité de cette enzyme dans le muscle de patients obèses diabétiques, et ainsi 
de savoir si une diminution d’activité de SCHAD induite par une dyslipidémie contribue à 
la résistance à l’insuline du muscle. 
D’autre part, les études in vitro et in vivo, en plus des rapports cliniques de 
mutations chez l’homme, démontrent l’importance de SCHAD dans la régulation de la 
sécrétion d’insuline d’une cellule normale. Cependant, est-ce qu’un dérèglement de cette 
régulation pourrait participer au développement du DT2? Le ZF est un modèle génétique 
d’obésité et de compensation de la cellule β pancréatique. Les rats ZF sont résistants à 
l’insuline mais compensent cette résistance par une augmentation de la sécrétion d’insuline 
associée à l’augmentation du métabolisme des lipides par le cycle TG/FFA, et ne 
développent donc pas le DT2 (Nolan et al, 2006). Les rats ZF sont donc 
hyperinsulinémiques en comparaison aux rats témoins Zucker Lean. Nous avons observé 
que cette hyperinsulinémie corrèle avec une diminution de 40% de l’expression en ARNm 
de SCHAD (Pepin et al, 2010). Nous émettons l’hypothèse que l’hyperinsulinémie chez les 
rats ZF obèses, normoglycémiques et insulinorésistants, pourrait être due à l’augmentation 
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d’acyl-CoA ou acyl-carnitine de même qu’à une augmentation de l’activité de l’enzyme 
GDH. Cependant, l’activité de GDH et les niveaux d’intermédiaires carnitine à chaîne 
moyenne ou courte n’ont jamais été mesurés dans les îlots ZF. L’étude de ce modèle 
suggère donc qu’une altération de la régulation de la sécrétion par SCHAD pourrait 
contribuer à la compensation de la cellule β dans une situation de pré-diabète.  
Nous avons aussi testé l’implication de SCHAD dans un autre modèle d’obésité 
induit par la diète, la souris DIO où on observe une hyperinsulinémie. Cependant, les 
niveaux d’expression d’ARNm de SCHAD ne sont pas changés dans ce modèle (Figure 
17), ce qui suggère que d’autres mécanismes sont impliqués dans l’hypersécrétion chez la 
souris DIO. 
 En résumé, SCHAD est un régulateur négatif de la sécrétion d’insuline en situation 
normale, mais ne semble pas nécessairement être impliqué dans la dysfonction de la cellule 
β. D’autre voies de régulation négative de la sécrétion d’insuline devraient exister dans la 
cellule β et pourraient être activées de façon différente entre un sujet sain, 
hyperinsulinémique ou pré-diabétique ayant une dysfonction de la cellule β. Nous avons 
donc entrepris d’identifier ces voies complémentaires dans le modèle d’hyperglycémie liée 
à l’obésité dans les îlots de la souris DIO. 
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Figure 17. Expression des niveaux d’ARNm de SCHAD dans les îlots de souris DIO-
HDR 
L’expression de SCHAD n’est pas modulée par l’administration d’une diète riche en gras durant 8 
semaines. Expression mesurée par PCR en temps réél (Pepin, résultats non publiés).  
 
7.6 La dysfonction de la cellule β chez la souris DIO  
Nous avons étudié le modèle de la souris DIO soumise à une diète riche en gras 
pendant 8 semaines. Nous avons observé une hétérogénéité dans la prise alimentaire des 
souris C57BL/6 nourries à la diète riche en gras, hétérogénéité que nous n’avons pas 
observée chez les souris témoins nourries avec la diète normale (ND). L’originalité de notre 
étude réside dans la stratification des souris DIO en faibles (LDR, low diet responder) et 
forts (HDR, high diet responder) répondants à la diète en fonction de leur masse corporelle 
suite aux 8 semaines de diète de même qu’à l’utilisation de souris mâles. Les études 
précédentes de ce modèle avaient été réalisées principalement chez la souris femelle, qui est 
moins sensible au développement du diabète probablement en raison de la présence accrue 
de l’hormone estrogène qui a un rôle anti-lipogénique et protecteur pour la cellule β (Tiano 
et al, 2011). 
La souris LDR démontre une diminution de la sensibilité à l’insuline de 50% 
relativement à la souris ND, est intolérante au glucose mais semble compenser 
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adéquatement. En effet, la souris LDR a une hyperplasie des cellules β d’environ 30%, 
permettant in vivo une sécrétion presqu’adéquate d’insuline, et ce en dépit d’une diminution 
de la réponse au glucose ce qui cause l’apparition d’une hyperglycémie très légère. Par 
ailleurs, la souris HDR est résistante à l’insuline de façon plus accentuée que la souris LDR 
et est incapable de compenser adéquatement. La prolifération et la masse des cellules β est 
néanmoins augmentée d’environ 40% par rapport aux souris ND, ce qui n’est probablement 
pas suffisant malgré l’HI et entraîne une atténuation marquée de la capacité du glucose à 
induire la sécrétion. Les mécanismes responsables de cette HI sont encore mal compris. 
Certaines études ont rapporté une augmentation de la sécrétion basale suite à une diète riche 
en gras (Fex et al, 2007), ce que nous n’avons pas observé ni chez les LDR et ni chez les 
HDR. Cependant, l’étude par Fex et al, 2007 portait sur une cohorte de souris nourries 
pendant 12 semaines, ce qui pourrait suggérer que l’augmentation de la sécrétion basale est 
une altération qui arrive plus tardivement dans le développement de la dysfonction 
sécrétoire. Le mécanime lié à cette dysfonction et sa contribution au développement de 
l’hyperglycémie a été le sujet d’étude de cette thèse.  
    
7.7 Implication du métabolisme des acides gras sur la 
potentialisation de la sécrétion d’insuline des souris DIO LDR et 
HDR 
Suite à la caractérisation métabolique in vivo des souris DIO, une différence 
majeure a été identifiée en ce qui a trait au métabolisme des acides gras dans les îlots de ces 
souris. Premièrement, la lipolyse, voie métabolique productrice de molécules signalétiques 
lipidiques, est diminuée à haut glucose dans les îlots LDR et HDR. Cette diminution 
pourrait expliquer en partie la diminution de sécrétion en réponse au glucose observée chez 
ces souris. Par contre, certains changements ne surviennent que dans les îlots HDR. En 
effet, alors que le métabolisme des acides gras par cycle TG/FFA est favorisé en présence 
de hautes concentrations de glucose dans les souris ND, ce cycle producteur de molécules 
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signalétiques lipidiques est inhibé chez les souris LDR et HDR, et les acides gras sont plus 
oxydés (voie métabolique négative de la sécrétion) seulement chez les souris HDR. De 
plus, nous avons mesuré spécifiquement dans les îlots HDR une augmentation des 
concentrations d’acides gras libres et de cholestérol libre. Ces changements métaboliques 
pourraient expliquer la dysfonction accentuée des îlots HDR en comparaison aux îlots 
LDR. 
 Tout d’abord, l’oxydation des acides gras et habituellement augmentée lorsque les 
concentrations de glucose baissent, par exemple entre les repas ou suite à un jeûne. La 
cellule β ayant comme nutriment préférentiel le glucose, l’augmentation de celui-ci suite à 
un repas entraîne l’inhibition de la β-oxydation et les acides gras sont alors estérifiés pour 
potentialiser la sécrétion. La β-oxydation est donc considérée comme un signal négatif pour 
la sécrétion d’insuline en situation normale. Par contre, en situation pathologique comme 
dans le modèle DIO, l’abondance chronique de nutriments tels le glucose et les acides gras 
entraîne l’accumulation de molécules lipidiques dans la cellule β comme nous le 
démontrent les niveaux élevés de NEFA dans les îlots HDR. Ces concentrations élevées 
d’acides gras peuvent avoir à long terme des conséquences néfastes dont la production de 
céramides, dérivés lipidiques causant l’apoptose des cellules β, ou la stimulation prolongée 
de la sécrétion d’insuline, qui peut mener à l’épuisement de la cellule (Sako et Grill, 1990; 
Mason et al, 1999; Kelpe et al, 2003). De plus, l’augmentation d’acyl-CoA à chaîne longue 
peut modifier l’activité de plusieurs protéines et ainsi affecter la sécrétion d’insuline 
(Branstrom et al, 1997; Girard, 2005). Ainsi, l’augmentation de l’oxydation des acides gras 
peut avoir deux conséquences bénéfiques principales. Premièrement, la diminution de la 
concentration d’acides gras intracellulaire peut prévenir la formation de céramides et 
assurer la survie de la cellule. Deuxièmement, l’oxydation des molécules lipidiques 
accumulées peut contribuer à atténuer les signaux potentialisateurs de la sécrétion 
d’insuline, pour prévenir l’essoufflement de la cellule, et préserver ses capacités sécrétoires.  
 Ensuite, la présence de cholestérol intracellulaire est essentielle aux fonctions 
sécrétoires de la cellule β. Par la consolidation de micro-domaines nommés radeaux 
 192 
 
lipidiques, la présence de cholestérol dans la membrane plasmique assure le bon 
fonctionnement de plusieurs récepteurs et canaux ioniques (Xia et al, 2008). Par contre, une 
trop grande concentration de cholestérol peut aussi être nuisible aux fonctions d’exocytose, 
entre autres de par l’activation de nNos, qui inhibe la glucokinase, causant une diminution 
de la relâche des granules d’insuline (Figure 18). En effet, l’invalidation de la protéine 
ABCA1 (un transporteur assurant la sortie du cholestérol de la cellule) dans la cellule β 
entraîne l’augmentation des niveaux de cholestérol intracellulaire et induit une diminution 
de la sécrétion d’insuline (Brunham et al, 2007). En revanche, l’augmentation des niveaux 
de HDL circulants (une lipoprotéine assurant le rétro-transport du cholestérol vers le foie 
pour la formation d’acide biliaire) est associée à une amélioration de la sécrétion d’insuline 
(Drew et al, 2009) chez l’humain. Nous avons obtenu des évidences suggérant que 
l’augmentation des niveaux de cholestérol dans les îlots HDR pourrait être causée, entre 
autres, par une augmentation de l’activité de HMGCR, contribuant à la diminution de la 
sécrétion d’insuline (article 3). Il serait aussi intéressant de savoir si l’augmentation du 
cholestérol est liée à l’augmentation de sa captation par le récepteur aux LDL à la surface 
de la cellule ou une diminution de la protéine PCSK9 impliquée dans la dégradation du 
récepteur aux LDL (Poirier et al, 2008) ou à une diminution de son export par la protéine 
ABCA1.  Nous pouvons par contre avancer l’hypothèse que l’augmentation très marquée (2 
fois) des niveaux de cholestérol libre dans les îlots HDR contribue probablement à la 
diminution de sécrétion d’insuline observée et à la dysfonction de la cellule β chez les 
souris DIO-HDR. Ceci pourrait être testé directement dans des études futures. 
 193 
 
 
Figure 18 Métabolisme du cholestérol dans la cellule β pancréatique 
Le contenu intracellulaire en cholestérol des cellules  pancréatiques est régulé par la synthèse 
endogène du cholestérol, l’entrée de cholestérol exogène ou son efflux. La synthèse du cholestérol 
est contrôlée par le facteur de transcription SREBP2 et l’étape limitante est catalysée par l’enzyme 
HMGCR. L’entrée du cholestérol dans la cellule  est possible via l’internalisation des LDL (low 
density lipoproteins) par le récepteur aux LDL (LDL-R). Enfin, l’efflux du cholestérol est 
dépendant de l’expression du transporteur ABCA1. Les variations du contenu en cholestérol 
influencent la sécrétion de l’insuline par la cellule  par des mécanismes encore incompris. 
L’augmentation du cholestérol intracellulaire peut ainsi favoriser la dimérisation de la nNOS, un 
inhibiteur de la glucokinase (GK). La cellule est alors moins sensible aux variations du glucose 
intracellulaire et la sécrétion d’insuline glucose-dépendante est diminuée. De façon alternative, le 
cholestérol intracellulaire influence la sécrétion d’insuline en agissant directement sur l’exocytose 
des granules en modifiant les microdomaines de la membrane et la redistribution des protéines 
SNARE nécessaires à l’attachement des granules à la membrane plasmique. (Image tirée de la revue 
Médecine/Science (Langhi et Cariou, 2010) avec la permission de l’éditeur). 
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7.8 Métabolisme mitochondrial de la cellule β et défaut de 
sécrétion d’insuline dans les souris DIO  
La mitochondrie est le site d’intégration de tous les stimuli nutritionnels entre autres 
dans le but de synthétiser l’ATP. Les études de différents modèles animaux (Kennedy et al, 
1996; Freeman et al, 2006; Fex et al, 2007) et d’îlots humains de patients diabétiques 
(Anello et al, 2005) ont suggéré qu’une dysfonction mitochondriale pourrait entraîner une 
réduction de la sécrétion d’insuline et le développement du DT2 (Mulder et Ling, 2009). 
Nous avons observé une diminution de l’augmentation des niveaux d’ATP en réponse au 
glucose et l’augmentation de l’expression d’UCP-2 chez les souris LDR et HDR (article 2). 
UCP-2 était jusqu’à récemment considéré comme une protéine découplante, et donc 
l’augmentation de son expression aurait pu expliquer la diminution de l’effet du glucose sur 
l’ATP des îlots de souris DIO. Cependant, de récentes publications semble indiquer que 
UCP-2 ne serait par une protéine découplante mais assurerait une régulation négative de la 
production des espèces réactives à l’oxygène (reactive oxygen species, ROS) (Produit-
Zengaffinen et al, 2007; Robson-Doucette et al, 2011). 
À quoi peut-on attribuer la diminution de l’effet du glucose sur les niveaux d’ATP 
des îlots DIO? La mesure du potentiel de membrane mitochondrial démontre que les 
membranes des mitochondries HDR sont hyperpolarisées en comparaison aux ND ou LDR 
(article 3). En présence d’un couplage adéquat et sans effet sur l’ATP synthase, ceci devrait 
se traduire en une augmentation de la respiration mitochondriale et de la synthèse d’ATP. 
Or, la respiration mitochondriale des îlots DIO induite par le glucose est inchangée par la 
diète et l’effet du glucose sur le contenu en ATP des îlots DIO est diminué (article 2 et 3). 
Nous proposons deux explications. Premièrement, il a été montré que l’accumulation 
d’acides gras dans le muscle squelettique et les hépatocytes est associée à une diminution 
importante de la synthèse d’ATP (Petersen et al, 2003; Petersen et al, 2004). Nous 
suggérons donc que l’élévation des concentrations de NEFA observée dans les îlots HDR 
pourrait entraîner une diminution de l’activité de l’ATP synthétase, contribuant à 
l’accumulation de protons dans l’espace inter-membranaire et à la diminution de la 
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synthèse d’ATP en réponse au glucose. Deuxièmement, la diminution de la synthèse d’ATP 
pourrait être liée à une altération légère de la chaîne respiratoire et une production de ROS, 
contribuant à la diminution de SIIG plus accentuée dans les îlots HDR que dans les îlots 
LDR. Ceci est compatible avec une consommation d’oxygène inchangée entre les groupes.  
Le rôle des ROS dans l’homéostasie de la cellule β est encore très controversé, en 
particulier en ce qui a trait à la sécrétion d’insuline (Pi et al, 2007; Saadeh et al, 2012). 
Quoique les mécanismes d’action des ROS ne soient pas encore complètement élucidés, il 
semble que leur effet soit dépendant de leur abondance et de la durée d’exposition. Une 
élévation marquée et chronique des ROS, en condition de glucolipotoxicité par exemple 
(El-Assaad et al, 2010), peut être dommageable pour la cellule β car elle possède très peu 
de mécanismes antioxydants (Newsholme et al, 2007). Cependant, une élévation ‘non-
dommageable’ des ROS est maintenant reconnue comme ayant un effet signalétique 
potentialisateur de la croissance cellulaire (Burdon, 1995), de l’activation de certaines 
kinases (Lo et al, 1996; Pi et Collins, 2010) et de l’expression de certains gènes 
(Schoonbroodt et Piette, 2000; Finkel, 2012). De plus, les études de Pi et al, 2007 dans les 
îlots de souris révèlent que la génération de ROS induite en présence de concentrations 
basses (3 mM) de glucose est bénéfique pour la sécrétion d’insuline basale. Par contre, en 
présence de concentrations élevées de glucose,  l’augmentation de la production de ROS 
serait néfaste pour la sécrétion d’insuline (Pi et al, 2007). Enfin, les ROS sont produits par 
des mécanismes mitochondriaux (CTE) ou  cytoplasmiques (NADPH oxidase) (Newsholme 
et al, 2007; Finkel, 2012). Il sera intéressant d’évaluer la contribution de chaque mécanisme 
à la bonification ou l’inhibition de la sécrétion d’insuline. L’implication des ROS dans la 
régulation de la sécrétion d’insuline est encore mal connue et méritera une attention 
particulière pour les recherches futures. 
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7.9 AMPK et sécrétion d’insuline dans la pathologie du DT2 lié 
à l’obésité 
La protéine AMPK est un senseur énergétique clé de la cellule. Elle assure une 
balance entre les voies productrices et consommatrices d’énergie en fonction de la 
disponibilité des nutriments. Elle agit comme commutateur du métabolisme des acides gras 
dans la cellule β par la régulation de la production du malonyl-CoA (Figure 14) et est 
impliquée dans la régulation de la biogénèse des mitochondries, de la synthèse du 
cholestérol, de la prolifération cellulaire et de la synthèse protéique (Steinberg et Kemp, 
2009). Son rôle possible dans le développement du DT2 et dans la régulation de la fonction 
de la cellule β est incertain. L’étude de modèles animaux obèses a montré une association 
entre une diminution d’activité d’AMPK et la résistance à l’insuline du foie (Steinberg et 
Kemp, 2009). De plus, l’exposition de cellules β à des concentrations élevées de glucose 
entraîne une inactivation d’AMPK associée à une diminution de l’oxydation des acides gras 
et une augmentation de leur estérification. L’importance d’AMPK dans le développement 
du DT2 est mise en lumière par le succès des agents thérapeutiques développés jusqu’à 
maintenant. En effet, la metformine, les thiazolidinediones et l’exercice sont des exemples 
d’interventions auprès des patients diabétiques qui permettent un contrôle de la glycémie et 
une amélioration de la sensibilité à l’insuline, et qui ont comme point commun l’activation 
de la protéine AMPK (Viollet et al, 2007; Zhang et al, 2009). Cependant, la compréhension 
du rôle d’AMPK dans la restauration de la fonction de la cellule β par ces thérapies reste 
sommaire. 
À notre connaissance, nous sommes les premiers à démontrer qu’une exposition 
prolongée à une diète riche en gras inhibe l’activité d’AMPK dans la cellule β (article 3). 
Ceci va à l’encontre de notre hypothèse initiale selon laquelle l’augmentation de 
l’oxydation des acides gras observée dans les îlots DIO était associée à une activation 
accrue d’AMPK. Cependant, AMPK étant une protéine activée en réponse à une 
augmentation du ratio AMP/ATP observée entre autres en situation d’abondance de 
nutriments, il n’est donc pas si surprenant d’observer une diminution de son activité dans 
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les îlots de souris DIO. De plus, alors que la régulation d’HMGCR par AMPK est 
maintenue, nous observons une dissociation entre AMPK et sa cible ACC chez les souris 
HDR. Le niveau de phosphorylation d’ACC corrèle cependant avec la hausse d’oxydation 
des acides gras observée dans les îlots HDR. Des études dans le muscle squelettique ont 
démontré la régulation de l’oxydation des acides gras par ACC indépendamment de la voie 
AMPK, et ce en situation d’exercice prolongé où on observe une utilisation accrue des 
acides gras au détriment du glucose comme source énergétique (Wojtaszewski et al, 2002; 
Thomson et al, 2007). Elles suggèrent qu’ACC pourrait être phosphorylé par une autre 
kinase, ou que l’activation différentielle de certaines phosphatases contribuerait à la 
régulation d’ACC. Ainsi, la phosphorylation d’ACC dans les îlots HDR permettrait 
l’augmentation de l’oxydation des acides gras et donc la détoxification de ces molécules 
potentiellement toxiques pour la cellule β, en situation où le statut énergétique cause une 
inactivation d’AMPK. L’inactivation d’AMPK corrèle par contre avec le niveau de 
phosphorylation d’HMGCR, ce qui pourrait expliquer l’augmentation des concentrations 
accrues de cholestérol observées dans les îlots HDR.  
L’AMPK inhibe la synthèse des protéines et la prolifération cellulaire par son action 
inhibitrice de la voie de signalisation mTOR. L’inactivation d’AMPK induite par la diète 
riche en gras pourrait ainsi contribuer à l’augmentation de la prolifération observée dans les 
îlots HDR, ce qui pourrait faire partie d’un mécanisme compensatoire à la SIIG déficiente. 
Ainsi, malgré une perte de fonction des cellules β, l’augmentation de leur nombre est une 
tentative de sécréter assez d’insuline pour répondre aux besoins des tissus périphériques. Et 
de façon intéressante, nous observons un lien corrélatif entre la diminution d’activité 
d’AMPK, l’augmentation de la prolifération et l’insulinémie chez les souris DIO. La 
signalisation par la voie mTOR pourrait donc être très informative sur le rôle de l’AMPK 
dans la prolifération induite par une diète riche en gras dans les cellules β. 
 
 198 
 
7.10  Autres considérations sur le rôle de l’AMPK dans la 
cellule β 
Les familles des biguanides (ex. metformine) et des thiazolidinediones, dont la pioglitazone 
(une molécule agoniste de PPARγ) est le seul membre encore approuvé par la Food and 
Drug Administration, regroupent des molécules reconnues pour leurs capacités à restaurer 
la sensibilité à l’insuline chez des patients pré-diabétiques ou DT2 (Ye et al, 2004; Semple 
et al, 2006; Viollet et al, 2007). Elles ont comme mode d’action commun l’activation de la 
kinase AMPK, mais les mécanismes sous-jacents à cette activation ne sont pas encore très 
bien connus. En plus de l’amélioration de la sensibilité à l’insuline, des études récentes 
démontrent que la pioglitazone contribuerait à la préservation de la fonction de la cellule β 
chez les patients diabétiques (Lamontagne et al, 2009; Gupta et al, 2010)(Lamontagne 
2012, soumis à la revue Diabetes). En effet, des études réalisées dans notre laboratoire ont 
démontré les effets aigus de la pioglitazone in vitro et in vivo, permettant la ‘décélération 
métabolique’ de la cellule β (Lamontagne et al, résultats non publiés). Cette décélération 
métabolique a pour conséquence une diminution de la sécrétion d’insuline par la cellule β 
permettant ainsi de prévenir son épuisement (Lamontagne et al, 2009). Des effets similaires 
ont été observées suite à un traitement à la metformine, une des médications les plus 
utilisées chez les patients diabétiques à ce jour (Lamontagne et Prentki, résultats non-
publiés). En plus de ces approches pharmacologiques, l’exercice s’est avéré une 
intervention de choix pour l’amélioration de la glycémie de patients pré-diabétiques en lien 
avec une restauration de la sensibilité à l’insuline. L’exercice est aussi associé à une 
diminution de la sécrétion d’insuline par la cellule β en lien avec une activation d’AMPK 
(Calegari et al, 2011). Bref, ces approches thérapeutiques ont comme point commun 
l’activation de la protéine AMPK, le ralentissement de plusieurs processus métaboliques 
des cellules β, menant à une diminution de la sécrétion d’insuline. Ceci pourrait être 
interprété comme n’étant pas favorable au maintien adéquat de la glycémie, en particulier 
en tenant compte de la résistance à l’insuline qui apparaît très tôt dans chez les patients pré-
diabétiques. En revanche, une autre interprétation est possible. Une diminution de la 
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sécrétion d’insuline permettrait de donner un répit à la cellule β pour ainsi prévenir son 
épuisement et sa dysfonction. Ceci ouvre un tout nouveau mode de pensée selon lequel la 
stimulation excessive des cellules β peut être propice au développement du DT2, et que le 
ralentissement du métabolisme cellulaire, par une drogue, une intervention 
comportementale ou une adaptation de l’organisme pourrait être salutaire pour la fonction 
de la cellule β.   
Nous avons observé chez la souris DIO une diminution de l’activité de l’AMPK en 
association à une diminution de la sécrétion d’insuline en réponse au glucose, ce qui est 
contraire aux observations de Lamontagne et al. 2009 dans le modèle de traitement à la 
pioglitazone où cette drogue active l’AMPK et diminue la sécrétion. Cependant, nous 
soupçonnons que d’autres voies moléculaires sont impliquées dans la diminution de 
sécrétion d’insuline observée dans les îlots DIO, comme l’accumulation de cholestérol 
discuté plus haut. De plus, les îlots traités de façon chronique avec des acides gras ou les 
îlots de souris DIO ont un défaut de l’exocytose des granules de sécrétion d’insuline 
comme démontré par le groupe de Rorsman (Collins et al, 2010). Le cholestérol 
membranaire en excès pourrait ainsi altérer l’exocytose des granules de sécrétion. Enfin il 
faut souligner que les expériences de Lamontagne et al, 2009 ont été faites sur des temps 
courts (environ 1 heure) alors que le modèle DIO implique des effets chroniques. Il est 
donc difficile de comparer ces études.  
Les cibles de l’AMPK en lien avec la sécrétion d’insuline dans la cellule β sont 
encore méconnues. Leur identification nous permettra donc de mieux comprendre le lien 
entre la voie d’AMPK et la régulation de la sécrétion d’insuline. 
 
7.11 PKC  et sécrétion de l’insuline  
La cellule β exprime les PKC classiques α et II et, les PKC nouvelles  et  ainsi 
que les PKC atypiques  et  (Ishikawa et al, 2005) mais toutes ne sont pas impliquées dans 
la régulation de la sécrétion d’insuline. En effet, les PKC atypiques affectent indirectement 
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la sécrétion en modulant l’expression de certains gènes importants pour la sécrétion 
d’insuline, dont le gène de l’insuline (PKC ) de même que GLUT2, SUR1 et KIR6.2 
(PKC ) (Liu et al, 2006). PKC  quant a lui a récemment été identifié comme régulateur 
négatif de la lipolyse et de la sécrétion d’insuline en situation d’abondance d’acides gras 
(ex. suite à une diète riche en gras in vivo ou à une exposition prolongée à des acides gras in 
vitro) (Schmitz-Peiffer et al, 2007; Cantley et al, 2009; Raddatz et al, 2011). Cependant, le 
mécanisme par lequel cette régulation négative s’effectue n’est pas encore défini, entre 
autres en raison de la mauvaise connaissance des cibles protéiques de PKC  dans la cellule 
β.  
L’activité et la localisation de PKC  sont modulées par plusieurs espèces d’acides 
gras. En effet, en plus d’être activé par les DAG, la translocation de PKC  est aussi activé 
in vitro par certains phospholipides dont PIP3 et certains acides gras saturés ou insaturés 
(ex. l’acide linoléique et l’acide arachidonique) (Shirai et al, 1998). Ces différents acides 
gras semblent aussi diriger PKC  vers différentes localisation intracellulaires, tel l’appareil 
de golgi, les filaments d’actine (car PKC  possède un domaine de liaison à cette protéine) 
ou la membrane plasmatique (Prekeris et al, 1996; Akita, 2002; Cenni et al, 2002). PKC  
aurait aussi la capacité de s’associer aux granules d’insuline suite à une stimulation au 
glucose pour augmenter la sécrétion, mais ces résultats vont à l’encontre de l’étude de 
Cantley et al, 2009 selon laquelle PKC  inhiberait la sécrétion d’insuline (Mendez et al, 
2003). Ainsi, de par ses nombreuses molécules activatrices et sites de translocation, 
l’activité de PKC  semble être modulée finement, ce qui sous-entend un rôle important 
pour l’homéostasie cellulaire en présence d’acides gras. Par ailleurs, une étude a démontré 
l’association d’une forme constitutivement active de PKC  à la mitochondrie dans les 
tubules proximaux du rein, entraînant une dysfonction mitochondriale liée à la diminution 
de la respiration mitochondriale, de l’activité de l’ATP synthétase, de même qu’une 
augmentation du potentiel de membrane et la production de ROS (Nowak et al, 2011). Ces 
observations viennent appuyer l’implication de l’augmentation des niveaux de PKCe 
observée chez les îlots DIO dans les modifications intracellulaires observées telles la 
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diminution des niveaux d’ATP et une hyperpolarisation mitochondriale chez les HDR. De 
plus, des études ont démontré que les PKC classiques et nouvelles pourraient activer 
l’enzyme NADPH oxydase, et ainsi contribuer à l’élévation des ROS en période 
d’abondance de nutriments (Newsholme et al, 2007; Graciano et al, 2011). L’augmentation 
de PKC  pourrait ainsi contribuer au développement d’un stress oxydatif ce qui pourrait 
faire partie du mécanisme par lequel il inhibe la sécrétion. Des recherches plus 
approfondies devront être effectuées pour confirmer ce mécanisme.   
L’obésité en association au DT2 est associée à une augmentation de l’expression et 
de l’activité de PKC  dans plusieurs tissus. En effet, on observe une augmentation de 
l’expression de la protéine dans le muscle squelettique de rats obèse insulino-résistant ZF et 
une augmentation de sa localisation à la membrane plasmatique dans le foie des rats 
diabétiques ZDF et de patients obèses et diabétiques (Considine et al, 1995; Qu et al, 1999; 
Dey et al, 2006). L’augmentation d’expression de PKC  serait impliquée dans le 
développement de l’insulino-résistance par l’inhibition de la signalisation intracellulaire en 
aval du récepteur à l’insuline (Dey et al, 2006). L’augmentation de la protéine observée 
dans les îlots de souris DIO n’est donc pas surprenante et corrèle avec la diminution de 
sécrétion d’insuline observée dans ces îlots. Il est probable que l’augmentation des niveaux 
intracellulaires d’acides gras due à la diète contribue à l’activation de la protéine, quoi que 
cette activation n’ait pas été directement démontrée dans notre étude faute de méthodes 
expérimentales appropriées. PKC  étant activé par des concentrations accrues d’acides gras 
intracellulaires, il est probablement impliqué dans la régulation de la deuxième phase de 
sécrétion d’insuline dans une cellule normale. Cependant, dans le modèle DIO, l’élévation 
chronique des acides gras cause probablement l’activation prolongée de PKC . Par ailleurs, 
Cantley et al, 2009  ont démontré que PKC  régule la lipolyse, et l’élévation de cette kinase 
dans les îlots LDR et HDR corrèle avec la diminution de lipolyse observée dans ces îlots ce 
qui suggère que PKC  pourrait être responsable en partie de la diminution de lipolyse 
mesurée (Cantley et al, 2009). De plus, les PKC sont impliqués dans le développement du 
cancer pour leur activité pro-prolifératives et anti-apoptotiques. PKC  est impliqué dans 
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l’induction de l’invasion et de métastases du carcinome épidermoïde (Verma et al, 2006). 
Des études récentes montrent aussi l’implication de PKC  dans le développement précoce 
d’hyperplasie de la prostate (Benavides et al, 2011). Il serait donc intéressant de vérifier la 
contribution de PKC  dans l’augmentation de la masse des cellules β dans notre modèle 
DIO.  
Enfin, nous observons une augmentation similaire des niveaux de PKC  entre les 
souris LDR et HDR suggérant que ceci pourrait constituer un des premiers événements 
conduisant à la perte de fonction de la cellule β en condition de dyslipidémie et 
d’hyperglycémie. Ainsi, contrecarrer l’augmentation d’expression de PKC  à un stade 
précoce pourrait contribuer à préserver la fonction de la cellule β, et avec une approche 
thérapeutique systémique, pourrait aider à restaurer la résistance à l’insuline.  
 
7.12 Limitations des études présentées  
Le premier article portant sur le rôle de la protéine SCHAD comme régulateur 
négatif de la sécrétion d’insuline a été réalisée sur une lignée cellulaire insulino-sécrétrice, 
les cellules INS832/13. Cette lignée cellulaire est couramment utilisée dans les études in 
vitro de sécrétion d’insuline dans notre laboratoire et elle constitue un modèle idéal pour les 
études mécanistiques nécessitant l’utilisation de siRNA et de grandes quantités de matériel 
biologique. Il eut été souhaitable de confirmer les résultats obtenus en îlots isolés de rat afin 
d’avoir un modèle plus physiologique démontrant l’effet de la diminution d’expression de 
SCHAD sur la sécrétion d’insuline. Cependant, l’îlot de Langerhans est formé de plusieurs 
types cellulaires, et en diminuant l’expression de SCHAD par siRNA, nous aurions alors 
mesuré la contribution des cellules β de l’îlot, mais aussi cette des autres types cellulaires, 
ce qui aurait pu fausser les résultats. De plus, nous avions une limitation technique, car la 
transfection de siRNA dans l’îlot entier est très difficile. En effet, en raison de la structure 
sphérique de l’îlot, il est très difficile de faire pénétrer les siRNA en son cœur où sont 
situées la majorité des cellules β chez les rongeurs. Nous avions envisagé de prolonger 
notre étude dans un modèle d’invalidation ubiquitaire de SCHAD chez la souris, mais cette 
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étude était déjà entreprise par deux autres groupes, nous avons donc décidé de ne pas 
s’engager dans cette voie. Heureusement, comme décrit précédemment, l’étude de ce 
modèle SCHAD KO par Martins et al, 2007 a mené à la proposition d’un mécanisme qui 
vient confirmer plusieurs hypothèses présentées dans notre modèle (Martins et al, 2011) .   
 L’étude portant sur les régulateurs négatifs de la sécrétion d’insuline dans le modèle 
DIO, ayant donné lieu aux deuxième et troisième articles de cette thèse, est une étude de 
longue haleine portant sur un modèle in vivo uniquement réalisable chez les rongeurs. Il 
s’agit d’une étude exhaustive des perturbations métaboliques dans la cellule β causées par 
une diète riche en gras. Une des limitations de cette étude vient du peu de matériel 
disponible lorsqu’on étudie l’îlot de Langerhans. L’îlot est une petite structure présente en 
petit nombre dans une souris (environ 300 îlots par souris, en comparaison à 1000 îlots par 
rats ou 150 000 îlots par pancréas humain). Nous sommes donc limités par la quantité de 
matériel obtenu, que ce soit au niveau protéique, pour des immunobuvardages de type 
Western, ou pour des expériences de PCR en temps réel par exemple. Ceci a été 
particulièrement limitant pour l’étude de l’activation de PKC , qui nécessitait la mesure de 
la translocation intracellulaire de la protéine par fractionnement cellulaire pour isoler les 
fractions nucléaires, cytosoliques et membranaires, qui n’ont pu être réalisées dans notre 
modèle. De plus, la souris DIO étant un modèle d’obésité et d’hyperglycémie induit par la 
diète, il était impossible pour nous de recréer un modèle similaire in vitro avec des cellules 
en culture afin de disséquer certains mécanismes plus aisément. Par ailleurs, afin 
d’expliquer la provenance de l’hyperpolarisation des mitochondries HDR, il eut été 
souhaitable de mesurer les concentrations de ROS produits dans les îlots suite à la diète 
riche en gras. Cependant, les outils disponibles sont peu spécifiques et il existe 
présentement un vaste débat dans la littérature en ce qui a trait à l’effet des ROS sur la 
sécrétion d’insuline. Ainsi, nous avons préféré suspendre l’étude des ROS dans le modèle 
DIO jusqu’à ce que de nouveaux outils soient disponibles et surtout, jusqu’à ce que nous 
ayons une meilleure compréhension du rôle des ROS sur la sécrétion d’insuline. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Chapitre 8. Perspectives 
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À la lumières des résultats obtenus au cours de mon projet de doctorat, la poursuite 
de l’étude des voies moléculaires responsables de la régulation négative de la sécrétion 
d’insuline pourrait se faire en deux temps. En premier lieu, il serait pertinent de vérifier si 
les acyl-CoA ou carnitine à chaîne courtes sont des facteurs de couplage métabolique, en 
plus de vérifier le rôle de SCHAD et de ces facteurs de couplage dans l’hyperinsulinémie 
présente en phase compensatoire du pré-diabète. En second temps, il serait important de 
caractériser le rôle d’AMPK dans la régulation de la sécrétion d’insuline de la cellule β, en 
plus d’évaluer l’importance de cette voie et de la dysfonction mitochondriale dans le 
développement du DT2.  
 
Projet #1: Les acyl-CoA et –carnitine à courte chaîne sont-ils des 
facteurs de couplage métabolique? 
Nous avons démontré que SCHAD agit comme soupape de sécurité afin de prévenir 
l’hypersécrétion par la cellule β. L’étude de la souris SCHAD KO par Li et al, 2010 
démontre que SCHAD assure une régulation du métabolisme de la glutamine et du 
glutamate, sans effet sur la potentialisation de la sécrétion par le glucose, alors que l’étude 
d’une souris similaire par Schulz et al, 2011 ainsi que nos résultats suggèrent que SCHAD 
est aussi important dans la régulation de la SIIG (Li et al, 2010; Pepin et al, 2010; Schulz et 
al, 2011). La différence de fond génétique et la contribution de facteurs sécrétés par 
d’autres tissus (ex. le foie) pourraient expliquer les différents effets observés dans les deux 
souris KO. L’expression de SCHAD étant environ six fois supérieure à l’expression GDH, 
nous pensons que l’inhibition de GDH n’est pas le seul moyen par lequel SCHAD régule la 
sécrétion d’insuline (Li et al, 2010). Il serait donc intéressant de pousser plus loin notre 
étude initiale afin de vérifier si certaines molécules potentialisatrices de la sécrétion 
d’insuline s’accumulent en absence de SCHAD. SCHAD étant une enzyme impliquée dans 
l’oxydation des acides gras, nous posons l’hypothèse selon laquelle les substrats de la 
réaction d’oxydation par SCHAD, soit les acyl-CoA à chaîne courte ou leurs dérivés 
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carnitine, seraient des molécules importantes pour la sécrétion d’insuline. Nous suggèrons 
aussi que l’activité de SCHAD régulerait négativement la SIIG en diminuant la production 
d’acyl-CoA et –carnitine, empêchant leur activité potentialisatrice sur la sécrétion 
d’insuline.   
Afin de tester cette hypothèse, nous utiliserons dans un premier temps la diminution 
d’expression de SCHAD par siRNA afin de mesurer les concentrations des acyl-CoA ou 
acyl-carnitine à chaîne moyenne ou courte présents en plus grande quantité en absence de 
SCHAD par la méthode de LC-MSMS. Ces expériences permettront de confirmer que des 
molécules d’acyl-CoA ou –carnitine s’accumulent bien en absence de SCHAD et de 
déterminer l’identité de ces molécules. Par la suite, ces résultats seront validés dans un 
modèle murin d’invalidation de la protéine SCHAD spécifique à la cellule β. Le 
prélèvement du plasma de ces souris, d’extraits cytoplasmiques des îlots, ou du contenu 
relâché lors d’incubations d’îlots isolés à des concentrations variées de glucose permettra 
de mesurer les niveaux des acyl-CoA ou –carnitine identifiés dans le modèle in vitro. Il sera 
alors possible de vérifier si la cellule β contribue à l’élévation des concentrations 
circulantes et excrétées du 3-hydroxybutyryl-carnitine et du 3-hydroxyglutarate observées 
chez les patients porteurs d’une mutation de SCHAD. Il sera aussi possible de confirmer 
l’identité des molécules qui s’accumulent en absence de SCHAD. Suite à leur 
identification, l’évaluation de leur capacité à stimuler la sécrétion d’insuline in vitro sera 
mesurée. Pour ce faire, des cellules INS832/13 et des îlots isolés de souris seront traités à 
l’aide de concentrations croissantes des différentes molécules et l’amplitude de la sécrétion 
d’insuline en réponse au glucose sera mesurée. Au final, ce projet nous permettra 
d’identifier de nouveaux facteurs de couplages métaboliques et de comprendre leur 
implication dans la stimulation de la sécrétion d’insuline. 
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Projet #2: SCHAD est-il impliqué dans l’hyperinsulinémie 
présente dans la phase compensatoire de la cellue β dans le pré-
diabète? 
L’implication de SCHAD dans la compensation de la cellule β dans des individus ou 
modèles animaux intolérants au glucose ou pré-diabétiques n’a pas été étudiée. Il serait 
intéressant de savoir si la réduction d’expression de SCHAD existe dans ces situations et 
est un mécanisme permettant l’augmentation de la sécrétion d’insuline lors de la phase de 
compensation pour palier à l’insulino-résistance. Nous n’avons pas observé de différence 
d’expression dans les souris LDR ayant une insulinémie plus haute que les ND. Par contre, 
nous avons mesuré une diminution de l’expression de SCHAD dans les îlots de rats 
hyperinsulinémiques ZF (Pepin et al, 2010). Nous supposons donc que la diminution 
d’expression de SCHAD pourrait être un des mécanismes permettant une augmentation de 
l’insulinémie chez les patients pré-diabétiques en phase compensatoire de la fonction de la 
cellule β. Nous proposons donc de pousser l’étude plus loin en mesurant l’expression de 
SCHAD par l’évaluation des niveaux d’ARNm en plus de l’activité de la protéine dans les 
îlots de modèles de rongeurs hyperinsulinémiques, tels les souris db/db âgées de 6 
semaines, qui sont alors légèrement hyperglycémiques et hyperinsulinémiques (Kobayashi 
et al, 2000), la souris ob/ob ou le rat GK jeune (pour éviter la perte massive de cellule β 
observée chez ce rat adulte) (Kargar et Ktorza, 2008). Par la suite, l’étude de l’expression 
de SCHAD par la mesure des niveaux d’ARNm et de la protéine dans les îlots humains de 
patients pré-diabétiques insulino-résistants pourrait apporter un soutien à l’hypothèse 
proposant  une contribution de cet enzyme dans l’hyperinsulinémie transitionnelle de ce 
stade précoce du développement du DT2. Ultimement, si nous démontrons qu’une 
diminution d’expression de SCHAD est observée dans ces différents modèles, il serait 
important d’évaluer la présence accrue des molécules d’acyl-CoA ou –carnitine identifiées 
au cours du projet #1 afin de démontrer leur implication dans l’hyperinsulinémie 
caractéristique des phases précoces de DT2.   
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Projet #3: La dysfonction mitochondriale de la cellule β est-elle 
causale dans le développement précoce du DT2? 
 Les études réalisées par l’équipe du Dr Patti révèlent l’importance de la dysfonction 
mitochondriale dans le développement du DT2, particulièrement dans le muscle 
squelettique. Ces études démontrent que l’expression de plusieurs gènes de la 
phosphorylation oxydative est légèrement diminuée chez les patients T2D, et que c’est 
l’accumulation de ces petites modifications qui entraîne la dysfonction de la mitochondrie 
(Patti et Corvera, 2010). Ainsi, le métabolisme mitochondrial étant central à la fonction de 
la cellule β, il est raisonnable d’avancer que tout comme dans le muscle, plusieurs petites 
modulations de l’homéostasie mitochondriale pourraient mener à la dysfonction de la 
cellule β observée chez les individus diabétiques. Dans notre étude du modèle DIO, nous 
n’avons observé aucune altération de la consommation d’oxygène en réponse au glucose. 
Par contre, les souris HDR ont un potentiel de membrane mitochondrial plus grand qui ne 
résulte toutefois pas en une augmentation de la production d’ATP. De façon intéressante, 
une étude publiée en 2007 a démontré que le traitement de cellule INS1 à des 
concentrations élevées de glucose et d’acides gras (conditions qui s’apparentent à la diète 
riche en gras) cause une diminution d’expression de la sous-unité β de l’ATP synthétase, 
induisant une diminution de la production d’ATP (Kohnke et al, 2007). Nous posons 
l’hypothèse selon laquelle l’augmentation du potentiel de membrane mitochondrial observé 
chez les îlots HDR serait accompagnée de plusieurs modifications légères d’autres 
fonctions mitochondriales, ce qui pourrait contribuer à une diminution de la SIIG. En 
particulier, nous proposons que les îlots HDR auraient une diminution d’activité de l’ATP 
synthétase, un changement d’activité des complexe de la CTE, une altération structurale des 
mitochondries ou une production différentes de ROS. Afin de le vérifier, nous mesurerons 
tout d’abord l’expression des différentes sous-unités de l’ATP synthétase par RT-PCR et 
immunobuvardage de type Western, en particulier la sous-unité β, dans les îlots des souris 
LDR et HDR, en comparaison aux souris ND. Il sera aussi approprié de mesurer 
l’expression de certains gènes impliqués dans la biogénèse des mitochondries, tels PGC1α 
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et NRF1. Afin de mesurer les changements d’activité des complexes de la CTE, nous 
dissèquerons l’activité de chaque complexe par la technologie Seahorse en utilisant 
différents inhibiteurs de la chaîne (oligomycine, roténone/antimycine, FCCP). La 
technologie Seahorse permet de mesurer la consommation d’oxygène de cellules suite à 
divers traitements (possibilité de quatre traitements différents) dans un format de plaque 12 
ou 96 puits. Cette technologie remplace l’électrode de Clark et permet l’analyse d’un plus 
grand nombre d’échantillons à la fois. Bien que nous ne voyons pas de différence de 
consommation d’oxygène suite à une stimulation au glucose, peut-être que les 
mitochondries HDR sont légèrement plus découplées que les mitochondries LDR, et ceci 
pourrait moduler la sécrétion d’insuline basale, par exemple. La production de ROS 
pourrait être augmentée à consommation égale d’oxygène. Enfin, une étude morphologique 
des îlots des souris DIO par microscopie électronique pourrait révéler des altérations dans 
la structure des mitochondries. Il serait important de vérifier l’intégrité des cristaes de 
même que la densité des mitochondries dans les îlots. De plus, des études par microscopie à 
fluorescence nous permettrons de mesurer la proportion des mitochondries actives à l’aide 
de marqueurs mitochondriaux fluorescents tels la rhodamine 123 ou le TMRE (tétraméthyl-
rhodamine éthyl ester) suite à la diète riche en gras. Nous serions aussi aptes à véfirier 
l’intégrité du réseau mitochondrial et des processus d’autophagie des mitochondries, afin de 
déceler des problèmes potentiels de fonction ou de recyclage des mitochondries 
défectueuses induits par la diète.  
Par ailleurs, nos résultats de potentiel de membrane et d’ATP, en présence de 
concentrations élevées de nutriments dans les cellules β des souris DIO, suggèrent une 
production accrue de ROS. Donc, par des méthodes de microscopie confocale et en utilisant 
des marqueurs fluorescents spécifiques aux différentes espèces de ROS, nous mesurerons 
les quantités de ROS générées dans les îlots DIO suite à une stimulation au glucose. Il 
serait aussi très pertinent d’évaluer de façon exhaustive le lien entre l’exposition de cellules 
β ou d’îlots isolés à des concentrations croissantes de glucose, d’acide gras ou  
d’antioxydants, la sécrétion d’insuline et la production de ROS. Les recherches récentes ne 
s’entendent pas sur le rôle que les ROS peuvent avoir dans la cellule β, et ce en fonction de 
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leur concentration. Le débat étant très dynamique en ce moment en ce qui a trait au rôle des 
ROS dans la potentialisation de la sécrétion d’insuline, il sera primordial de faire la lumière 
sur cette question.  
 
Projet #4 : Quel est le rôle  de l’AMPK dans la régulation du 
métabolisme des cellules β dans un contexte de DT2? 
 Plusieurs cibles de l’AMPK ont été identifiées dans les tissus tels le muscle 
squelettique et le tissus adipeux permettant la régulation de nombreuses fonctions 
cellulaires (Hardie, 2004). Cependant, nous connaissons mal l’importance de cette protéine 
et de ses cibles dans la régulation des divers procédés métaboliques de la cellule β. Dans 
notre étude, nous observons une diminution importante de l’activité basale d’AMPK dans 
les îlots LDR et particulièrement HDR. Ceci suggère que l’inhibition de l’activité d’AMPK 
est un événement important dans le développement de la dysfontion de la cellule β dans un 
contexte de DT2. Dans les adipocytes, l’AMPK est connu pour inhiber l’activité de la 
lipase HSL. De plus, l’analyse du tissus adipeux chez des souris DIO a montré une 
diminution de l’activité d’AMPK et de la lipolyse, similaire à nos observations dans la 
cellule β des souris HDR, en plus d’une diminution de l’activité d’HSL (Gaidhu et al, 
2010). Enfin, la lipase ATGL est aussi phosphorylée par AMPK dans le tissus adipeux 
(Ahmadian et al, 2011). Nous proposons donc qu’AMPK serait impliqué dans la régulation 
de la lipolyse dans la cellule β par la phosphorylation des protéines HSL et ATGL. De plus, 
étant donné que la lipolyse permet le relâchement de molécules signalétiques lipidiques 
importantes pour la sécrétion d’insuline et qu’AMPK est associé à une régulation négative 
de la sécrétion, nous proposons qu’AMPK inhibe la sécrétion d’insuline en modulant 
l’activité lipolytique de la cellule β. Pour tester ces hypothèses, nous proposons d’identifier 
les sites de phosphorylation d’AMPK sur les protéines HSL et ATGL par une analyse 
bioinformatique. Par la suite, la validation de ces sites sera effectuée pas la surexpression 
de mutants spécifiques aux sites de phorphorylation identifiés afin d’évaluer leur effet sur 
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la lipolyse dans les cellules INS832/13. Par la suite, l’implication de la phosphorylation des 
lipases sur la sécrétion d’insuline sera mesurée en utilisant les mêmes mutants de ces 
lipases et en mesurant leur effet sur la sécrétion d’insuline. Ultimement, le développement 
d’anticorps spécifiques pour les sites de phosphorylation clé permettrait d’identifier le 
mode de régulation d’AMPK sur les lipases dans différents modèles de pré-diabète tel la 
souris DIO par analyse d’immunobuvardage de type Western. 
  
 
 
 
 
 
 
Chapitre 9. Conclusion 
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Les études réalisées au cours de cette thèse de doctorat ont permis de mettre en 
lumière des mécanismes importants de régulation négative de la sécrétion d’insuline dans la 
cellule β pancréatique. Tout d’abord, nos études suggèrent que la protéine SCHAD est 
importante dans l’atténuation de la sécrétion d’insuline induite par le glucose et certains 
acides aminés (glutamine et leucine). Pour expliquer cet effet, nous avons proposé que le 
métabolisme des acides gras par la protéine SCHAD empêche l’accumulation d’acyl-
carnitine à chaîne courtes potentialisatrices de la sécrétion d’insuline, dont l’accumulation 
en absence de SCHAD induit une hyperinsulinémie. De plus, nous avons obtenu des 
résultats suggérant que SCHAD régule le métabolisme du glutamate, ce qui a été confirmé 
par l’étude in vivo de la souris SCHAD KO.  
Par ailleurs, notre étude de la dysfonction de la cellule β dans un modèle de souris 
pré-diabétiques ayant des degrés divers d’hyperglycémie (LDR et HDR) a mis en lumière 
divers mécanismes liés au métabolisme des acides gras impliqués dans le développement 
du diabète à différents stades. Tout d’abord, l’état «pré-diabétique» chez la souris DIO-
LDR est marqué par une dysfonction partielle de la sécrétion d’insuline, accompagnée d’un 
ralentissement de l’estérification et de la lipolyse des acides gras par le cycle TG/FFA. Le 
passage d’une hyperglycémie légère chez la souris LDR à une hyperglycémie plus 
prononcée chez la souris HDR est marqué par une dysfonction sécrétoire plus importante, 
liée à une augmentation du métabolisme oxydatif des acides gras. Ce passage est aussi 
accompagné d’une prolifération menant à l’augmentation de la masse des cellules β et de 
divers changements moléculaires. D’abord, nous avons démontré que l’augmentation de 
l’expression de la kinase PKC  est un événement précoce, observé tôt dans le 
développement de l’hyperglycémie, qui pourrait être impliqué dans l’inhibition de la 
lipolyse entraînant la diminution de la SIIG. Ensuite, nous avons démontré pour la première 
fois une diminution de l’activité d’AMPK dans les îlots DIO, présente au stade précoce 
d’hyperglycémie (LDR) mais beaucoup plus marquée chez les souris atteintes de 
dysfonction pancréatique plus sévère (HDR). Cette diminution d’activité d’AMPK corrèle 
avec une diminution de l’activation d’HMGCR, ce qui pourrait expliquer l’augmentation 
des concentrations de cholestérol des îlots HDR. La diminution d’activité d’AMPK pourrait 
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aussi expliquer l’élévation de la prolifération et de la masse des cellules β observées de 
façon légère chez les LDR, mais plus marquée chez les HDR. De plus, nous observons une 
dissociation d’AMPK de sa cible ACC, pour une raison qui n’est pas encore très bien 
comprise. Par contre, cette dissociation unique aux îlots HDR pourrait être un événement 
important dans l’induction d’une dysfonction liée à l’hyperglycémie accrue, expliquerait 
l’augmentation de l’oxydation des acides gras et pourrait faire partie d’un mécanisme de 
détoxification des acides gras dans une tentative ultime d’assurer la survie de la cellule β, 
même si sa fonction est diminuée. Enfin, nous démontrons que la fonction mitochondriale 
n’est pas altérée de façon prononcée dans les îlots des souris DIO, mais que des 
modifications légères dans les mécanismes énergétiques et oxydatifs mitochondriaux 
pourraient entraîner le développement de la dysfonction de la cellule β.  
 En résumé, nous avons mis en lumière des mécanismes importants pour la 
régulation négative de la sécrétion d’insuline dans la cellule β pancréatique saine ou en 
situation pathologique. Ces mécanismes permettent d’une part de limiter l’amplitude ou la 
durée de la sécrétion d’insuline suite à un repas chez la cellule saine. D’autre part, dans les 
phases précoces du développement du DT2, ces mécanismes pourraient réfléter le fruit 
d’une adaptation de la cellule à la présence d’un excès de nutriments. Ils permettent de 
limiter la capacité des nutriments à stimuler la sécrétion d’insuline, ce qui peut être néfaste 
pour contrôle de la glycémie face à la résistance des tissus périphériques à l’insuline. 
Cependant, ces mécanismes de régulation négative de la sécrétion servent à préserver la 
fonction de la cellule β en retardant l’épuisement de celle-ci. Des études de notre 
laboratoire ont d’ailleurs démontré que la pioglitazone ralenti le métabolisme intracellulaire 
de la cellule β ayant pour conséquence une diminution de la sécrétion d’insuline, ce qui 
serait bénéfique à plus long terme pour la préservation de la fonction de la cellule β. Ainsi, 
à la lumière de nos recherches, le développement de thérapies ayant pour cible les 
mécanismes de régulation négative de la sécrétion d’insuline pourrait être bénéfique pour le 
traitement de patients pré-diabétiques.  
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